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Muito além do desrespeito
Far beyond disrespect

Sem reajuste ha 20 anos, a Tabela do Sus para exames laboratoriais € uma causa que
vai muito além de questdes de classe. Com valores congelados desde 1994, pequenos e
médios laboratérios privados, principalmente no interior de algumas regides do Pais e que,
devido a inexisténcia de laboratérios publicos, fazem o atendimento, sendo responsaveis por
até 70% dos exames laboratoriais desses locais, estdo fechando as portas, sobrevivendo
endividados ou sendo incorporados por entidades de maior porte.

Além de profissionais prejudicados e caos iminente na oferta de vagas, a situacéo, a
longo prazo, pode ter como resultado a cartelizacdo do setor e a taxacdo de precos em
exames, que irdo impactar diretamente o bolso do consumidor e do setor publico.

Com o objetivo de alertar e combater o problema do setor laboratorial, ha dois anos, o
movimento Reajuste SUS para Analises Clinicas foi criado por membros da Sociedade
Brasileira de Analises Clinicas (SBAC), em conjunto com outras associa¢g0es de classe,
como Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (SBPC), a Associacdo Brasileira de Bio-
medicina, Sindicatos e Conselhos de classe, como Conselho Federal de Farmacia (CFF).
Desde entdo, lideres da campanha tém se reunido, sem éxito, com deputados da Frente
Parlamentar da Saulde e com liderancas no Senado em Brasilia.

Em todas as tentativas de negociacdo entre o setor e representantes do Ministério da
Saude, a alegagdo Unica para o ndo reajuste da tabela é de que, agora, os procedimentos
laboratoriais sdo automatizados, portanto muito mais baratos e que, desta forma, os exames
prestados aos pacientes do SUS estdo muito bem pagos. A questdo que se levanta €, ora, se
por um lado houve a automacéo, reduzindo, numa visdo unidirecional e simplista, custos, por
outro foram criadas novas demandas, como capacitagdo de pessoal para operar novos
equipamentos, realocagdo de mao de obra, adaptagdo de sistemas de agua, esgotos, sem
contar os custos de aquisi¢cdo ou locacdo dos equipamentos, insumos, reagentes e kits.
Portanto nada mudou. Noventa por cento dos procedimentos laboratoriais tiveram seus valores
atuais fixados em 1994, ou seja, ha 20 anos. A inflagdo do periodo, embora ndo galopante
como anteriormente, existe. Somente dos salarios e das tarifas administradas (agua, luz,
telefone e combustiveis) chega-se a incriveis 500%.

As exigéncias e qualificacdes sanitarias, determinadas pela Anvisa, embora importantes
e necessarias para a qualificacdo do setor, muitas vezes ndo sdo passiveis de implantacao,
pois ndo existe caixa hem rentabilidade para tal.

Portanto s6 ndo enxerga quem ndo quer. Nenhum custo diminuiu.

Para lembrar aos mais desatentos ou desavisados, é fundamental citar que uma dosagem
de glicose no sangue, exame fundamental para o diagnéstico de diabetes, por exemplo, ou
monitorizagdo de gestante, é remunerada em R$ 1,85, e estdo incluidos nestes valores todos
0S materiais e equipamentos para a realizagdo do exame, insumos para a coleta, tais como
tubo com anticoagulante, seringa, agulha, assepsia, além de tributos exorbitantes, pois,
como se sabe, para a area da saude privada nunca ocorreu nenhum tipo de rendncia fiscal.

E importante citar e deixar bem claro que 70% das decisdes clinicas e 90% dos critérios
de alta, cura ou de monitorizagéo terapéutica sdo obtidos através de exames laboratoriais.

Nao havera esmorecimento. Todas as ferramentas possiveis de utilizagdo estdo sendo
aventadas. Ndo se pode admitir tamanho desrespeito por uma atividade de importancia
béasica e fundamental para toda a medicina.

NO6s nao merecemos estes maus tratos, muito menos a populagéo.

Boa leitura.

Irineu Grinberg
Presidente da SBAC



Editorial/Editorial

Etica em Pesquisa Cientifica
Ethics in Scientific Research

O homem atual coloca a ciéncia como um dos pilares mestres na sustentacao de sua
fundamentacgdo do real. Por seu sentido e por suas funcdes, o desenvolvimento cientifico
ocupa um lugar central na construgdo da realidade social contemporanea.®

Todavia, 0 método cientifico, como é conhecido hoje, foi o resultado direto da obra de
inlmeros pensadores, entre os quais, Francis Bacon (1561-1626), Galileu Galilei (1564-
1642) e René Descartes (1596-1560). Bacon deu ao conhecimento um carater mais funcional.
O saber cientifico, segundo ele, deveria ser utilizado em favor do desenvolvimento humano e
a natureza deveria ser transformada e modificada em beneficio do homem. Galileu Galilei,
com seus estudos sobre matematica e fisica, fundamentou o método cientifico, através de
quatro passos basicos: observacdo do fendmeno, formulagdo da hipdtese, experimentacao
e formulagdo da lei. Descartes, com seu Discurso do Método, propds a instrumentalizacao da
natureza, a explicagdo matematica e racional dos fendmenos e das coisas e a sua
mecanizagdo.?

Com o tempo, o crescimento da ciéncia e da tecnologia atingiu patamares tais que
0 método cientifico ndo podia ser aplicado sem se discutir a relagéo entre riscos e beneficios,
0 que ganhou especial importancia em pesquisas médicas onde o estudo com seres vivos
[homem] poderia produzir danos irreversiveis ou mesmo a morte. Neste sentido, a introducéo
de uma ética em pesquisa empenhada em criar normas morais ligadas a protecao de
individuos envolvidos em estudos cientificos passou a ser alicerce da prépria pesquisa. De
fato, a reflexdo ética sobre os estudos, principalmente com seres humanos, € recorrente ao
longo da histéria. Na Idade Média, a dissecacao de cadaveres, para estudos de anatomia e
fisiologia, era considerada um sacrilégio, e o uso de pegas anatdmicas era disciplinado,
oficialmente, pela igreja. Nesse periodo, o valor e a certeza do conhecimento residiam no
estudo teoldgico e ndo na observacdo natural.®®

Apesar da secular discussao ética, a histéria da pesquisa com seres humanos é
marcada por situagcdes consideradas abusivas em relagdo as pessoas envolvidas nos
estudos. A literatura relata diversos exemplos de abusos praticados. No século 11l aC, médicos
da escola de Alexandria, utilizando a técnica de vivisse¢fes em criminosos condenados a
morte, identificaram o cerebelo, nervos, tenddes, prostata, valvulas cardiacas e movimentos
pulmonares. André Vesalio (1514-1564) e Ambrosio Paré (1510-1590), na tentativa de salvar
o rei de Franga, Enrique Il, ferido em um dos olhos com uma lan¢a, dessecaram o cranio de
sentenciados a morte para definirem a trajetéria da arma. O médico e cirurgido inglés Charles
Maitland (1704-1751) inoculou o virus da variola em alguns prisioneiros para conhecer a
histéria natural da doenca. Edmund Jenner (1749-1823), também, na Inglaterra, buscando
uma vacina contra a variola, infectou seus filhos e outras criancas da vizinhanga, colocando-
0S em risco e ndo se preocupando com a sua protecdo. A exposicdo de soldados cubanos a
mosquitos da febre amarela contaminados, em 1900, por médicos americanos, foi, da mesma
forma, levada a cabo com o intuito de se estudar a histéria natural da doencga. Na Alemanha,
até o ano de 1900, foram, igualmente, feitas pesquisas com a inoculacdo de microrganismos
em criangas, gestantes, prisioneiros, doentes terminais e deficientes mentais. Na Segunda
Guerra Mundial, a ocupacgao da China pelo Japdo também determinou uma série de abusos
para com a populagdo civil chinesa. Essas pessoas foram utilizadas como cobaias em
experiéncias com armas quimicas e bacterioldégicas para se estudar a reagdo do corpo
humano frente a diferentes substancias e patdégenos. Em Tuskegee, no EUA, foi conduzido
um estudo de 40 anos com o objetivo de acompanhar a evolucdo natural da sifilis sem a
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interferéncia de terapia. Foram utilizados 600 homens negros no total, 400 portadores da
doenca e 200 saudaveis. Nenhum dos doentes foi submetido a qualquer tratamento. Os
alemaes, também na Segunda Guerra Mundial, desenvolveram programas de pesquisa com
seres humanos ligados a eugenia, resisténcia corporal ao congelamento, a pressdo atmos-
férica e a gases toxicos, a eutanasia e a esterilizagdo de doentes com limitacdes fisicas e
mentais e a doengas infecciosas.®245

Na atualidade, o debate em torno da ética em pesquisa se ampliou, basicamente, em
virtude das revelagOes das experiéncias médicas nos campos de concentragdo alemaes no
século XX. O surgimento da ética em pesquisa é resultado direto da divulgagao dessas condutas
inaceitaveis na pratica cientifica. A fim de preservar a sua propria integridade e imagem externa,
a comunidade de cientistas ndo pode ser indiferente a ocorréncia de erros em seu cerne. Ao
contrario, é fundamental que os equivocos e excessos sejam detectados, identificados,
avaliados em termos de gravidade, corrigidos e que, acima de tudo, ndo permanegam impunes.
De fato, o sentido da impunidade é um claro convite a auséncia de ética e ao ndo respeito as
boas praticas de pesquisa cientifica. Impde-se, dessa forma, que a comunidade de cientistas
saiba reagir a conduta censuravel, ndo apenas com o objetivo de condenar eventuais
responsaveis, mas, sobretudo, visando evitar que erros semelhantes venham a ser repetidos
no futuro. Importa considerar que, do respeito a ética, depende toda a construcdo valida do
conhecimento cientifico.@3®
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Artigo de Reviséo/Review

Principais mudancas naV Diretriz Brasileirade Dislipidemias e
Prevencao da Aterosclerose
Main changes in V Brazilian Guidelines of Dyslipidemias and Atherosclerosis Prevention

Mauren Isfer Anghebem-Oliveira**
Tania Leme Rocha Martinez?
Marileia Scartezini®

Resumo

A principal causa de morte na populagdo mundial continua sendo as doencas cardio-
vasculares, frequentemente, associadas as dislipidemias. Diagnosticar e tratar individuos
com alteracdes lipidicas nem sempre é simples, mas o controle das dislipidemias, em
particular a reducéo nas concentragdes do colesterol da LDL (lipoproteina de baixa
densidade), tem se mostrado eficaz na diminui¢éo de eventos cardiovasculares e morte.
Frente a um panorama epidémico, um comité de especialistas publicou, em outubro de
2013, a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencéo de Aterosclerose. O documento
traz algumas modificagdes em relacédo as edi¢Ges anteriores, mostrando a importancia
da estratificagdo do risco individual e do alcance da meta terapéutica. Sob o ponto de
vista laboratorial, uma nova abordagem em relagéo aos valores de referéncia do perfil
lipidico foi inserida e, a partir destes novos direcionamentos, especial atencédo deve ser
dada para valores de Colesterol Total (CT) > 310 mg/dL (para adultos) ou CT > 230 mg/dL
[entre os 2 e os 19 anos], os quais podem indicar a presenca de Hipercolesterolemia
Familiar.

Palavras-chave

Diretriz; Dislipidemias; Perfil lipidico; Aterosclerose

INTRODUCAO

Altas concentragGes de lipoproteinas plasmaticas, em
especial a lipoproteina de baixa densidade (Low Density
Lipoprotein - LDL), sdo as principais responsaveis pela
formacgé&o da placa de ateroma e desenvolvimento da ateros-
clerose.® As doencgas cardiovasculares, manifesta¢cdes
clinicas da aterosclerose, continuam sendo a principal causa
de mortes no mundo, representando cerca de 30% de todos
os Obitos e alvo de estudos de diversas areas da saude.®

A Sociedade Brasileira da Cardiologia, em interacdo
com outras especialidades, tais como medicina laboratorial,
endocrinologia, pediatria, nutrologia, geriatria e gerontologia,
nefrologia e ginecologia e obstetricia, além de sociedades
afins, como a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas
(SBAC), vem, ao longo dos anos, elaborando e atualizando
diretrizes que tratam sobre as dislipidemias e a prevencao
da aterosclerose. Em outubro de 2013, a V Diretriz Brasileira
de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose foi publicada
e traz algumas modifica¢cdes que visam melhorar a avaliagdo
dos pacientes em risco de desenvolver uma doenca cardio-
vascular. O novo documento revisa o metabolismo dos
lipidios, a aterogénese e a classificacdo das dislipidemias,

adota algoritmos para estratificagdo do risco cardiovascular
do paciente, aborda sobre os tratamentos disponiveis para
as dislipidemias, discute sobre as dislipidemias secundarias
e em grupos especiais, como idosos, criancas e adoles-
centes, e recomenda novos valores de referéncia para o perfil
lipidico.®

A luz dessa nova Diretriz, as autoras se propdem a
destacar, através de uma abordagem objetiva, as principais
atualizacGes e alteragfes, enfocando o laboratério clinico.

PARAMETROS LABORATORIAIS

Perfil lipidico

A determinagao laboratorial do perfil lipidico para avaliar
o risco cardiovascular (CV), através da analise do colesterol
total (CT) e do colesterol da LDL (LDL-C), é mantida e
recomendada pela nova Diretriz.

Em relacéo a fase pré-analitica, existe uma nova abor-
dagem sobre o jejum. Diferentemente das edi¢cBes anterio-
res, a V Diretriz considera que ndo ha necessidade de jejum
prévio para as determinacdes isoladas do CT, apo B, apo A-l e
colesterol da HDL (HDL-C). Sob o ponto de vista metodoldgico,
esses parametros ndo sofrem influéncia significativa com a

!Farmacéutica-bioquimica; Professora Adjunta de Bioquimica Clinica, Pontificia Universidade Catdlica do Parand, Curitiba, PR.
2Médica Colaboradora do Incor/HC/Femusp; Professora Livre Docente em Medicina pela Unifesp-EPM, S&o Paulo, SP.
SFarmacéutica-bioquimica; Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR.
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ingestdo de alimentos.® E importante ressaltar que, para
avaliacdo da glicemia e de outros parametros laboratoriais,
€ necessario observar o tempo de jejum. Nesse caso, 0
jejum recomendado deve ser respeitado, mesmo quando
houver a solicitagdo de outros exames, além do CT, apo B,
apo A-l e HDL-C.®

O jejum de 12 horas é obrigatério para analise das
concentragdes de triglicérides (TG), como, também, para o
célculo do LDL-C, pela formula de Friedewald, que inclui o
CT e HDL-C. As demais recomendagfes pré-analiticas, em
relacdo ao perfil lipidico, ndo foram alteradas:

1) Manter dieta habitual, estado metabolico e peso
estaveis por, pelo menos, duas semanas antes da realizagéo
do exame;

2) Evitar ingestdo de alcool, nas 72 horas que
antecedem a coleta de sangue;

3) Evitar atividade fisica vigorosa, nas 24 horas que
antecedem a coleta de sangue.

A determinagao do perfil lipidico ainda sofre a influéncia
da variabilidade bioldgica, pré-analitica e analitica. A variagao
entre duas dosagens, no mesmo individuo, ou variacao intra-
individual, pode chegar a 10%, para o CT, e mais de 20%, para
os TG, particularmente nos individuos que apresentam
hipertrigliceridemia. Além da variagdo analitica, a alimentacao,
atividade fisica e a variagdo sazonal também influenciam.
Concentracfes de CT e LDL-C podem aumentar durante os
meses de frio, em virtude das mudancas no estilo de vida e na
dieta.® Pacientes com alteragdes no perfil lipidico devem repetir
0 exame, entre uma semana e dois meses apos a coleta da
primeira amostra, a fim de reduzir a variabilidade entre os
ensaios e aumentar a precisdo diagndstica.”

Os valores referenciais do perfil lipidico, para adultos
com mais de 20 anos, sdo apresentados na Tabela 1, e,
para a faixa etaria entre 2 e 19 anos, estdo apresentados
na Tabela 2. Os valores desejaveis para o CT permanecem
< 200 mg/dL e para TG < 150 mg/dL. Houve uma pequena
modificagdo para LDL-C, HDL-C e Colesterol ndo-HDL e a
segregacao dos valores desde desejavel, passando pelo
limitrofe e alto, até o muito alto.

Os valores preconizados, para a faixa etaria entre 2 e 19
anos, baseiam-se em grau de recomendacao lla (ndo ha
consenso, mas ha aceitagdo da maioria dos grupos de estu-
do) e nivel de evidéncia B (a partir de um Unico estudo clinico
controlado e aleatorizado, bem como de estudos clinicos néo
aleatorizados e estudos observacionais bem desenhados).

As evidéncias que confirmam que a diminui¢cdo do
LDL-C reduz, proporcionalmente, as doencas cardiovascu-
lares sdo consistentes.® Desta forma, em consonancia com
diretrizes internacionais, o LDL-C continua sendo indicado
como alvo primario terapéutico nas dislipidemias.®

O Colesterol ndo-HDL, pardmetro que foi destacado
como meta terapéutica, a partir da IV Diretriz Brasileira de
Dislipidemia, é indicado, na V Diretriz, para estimar o nUmero
de particulas aterogénicas no plasma: LDL + VLDL [lipopro-
teina de densidade muito baixa/Very Low Density Lipoprotein]
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Tabela 1 - Valores referenciais do perfil lipidico para adultos com

mais de 20 anos,

Lipides Valores (mg/dL) Categoria
< 200 Desejavel
Colesterol total 200-239 Limitrofe
=240 Alto
<100 Otimo
100-129 Desejavel
LDL-Colesterol 130-159 Limitrofe
160-189 Alto
=190 Muito alto
HDL-Colesterol > €0 Desejavel
< 40 Baixo
<150 Desejavel
Triglicérides 150-200 Limitrofe
200-449 Alto
> 500 Muito alto
<130 Otimo
N 130-159 Desejavel
Colesterol nao-HDL 160-189 Alto
=190 Muito alto

Tabela 2 - Valores referenciais do perfil lipidico para a faixa etaria
entre 2 e 19 anos

Valqres_(mgfd_L)_

Hpas Desejaveis Limitrofes Elevados
CcT <150 150-169 2170
LDL-C <100 100-129 =130
HDL-C =45

TG <100 100-120 =130

+ lipoproteinas remanescentes como a IDL [lipoproteina de
densidade intermediaria/Intermediate Density Lipoprotein],
quando presentes. O Colesterol ndo-HDL é calculado sub-
traindo-se o HDL-C do CT [Colesterol ndo-HDL = CT - HDL-C],
fornecendo uma estimativa de risco mais adequada, em
comparagdo ao LDL-C, em situacdes onde o uso da for-
mula de Friedewald é limitado. Pacientes com valores de
TG > 400 mg/dL, especialmente naqueles em que a hipertri-
gliceridemia esta acompanhada de diabetes, sindrome
metabdlica e doenca renal cronica seriam favorecidos com
a andlise do Colesterol ndo-HDL.®

Valores aumentados de Colesterol ndo-HDL podem
indicar individuos com maior risco de doencga cardiovascular,
independentemente dos valores de LDL-C. Quando compa-
rado a apo B, o Colesterol ndo-HDL parece ser uma opcao
mais econdmica e metodologicamente mais bem estabe-
lecida.®® A recomendacéo da nova Diretriz € que o Colesterol
ndo-HDL seja utilizado como meta terapéutica secundaria.

Apolipoproteinas, Lipoproteina(a) e relagdes entre

lipoproteinas

A apo B reflete a quantidade de particulas aterogénicas
no plasma, em especial a LDL, enquanto que a apo A-l reflete
a quantidade de HDL circulante.®™



Anghebem-Oliveira MI, Martinez TL, Scartezini M

A IV Diretriz ndo recomendava a determinacdo das apos
B, A-1 e da Lipoproteina(a), na pratica clinica de rotina.
Entendia-se que o custo das andlises e a auséncia de infor-
macdo adicional clinicamente relevante, na maioria dos
individuos, limitavam sua utilizacdo. Atualmente, a deter-
minacao laboratorial das apo B e da apo A-l é realizada,
através de métodos imunoquimicos de facil execugdo, em
automacgao convencional, com excelente desempenho
analitico e com a vantagem de nédo haver necessidade de
jejum. Embora a V Diretriz reconheca que o papel da apo B
na predicao de risco, ou mesmo como um possivel alvo de
tratamento, possa ser melhor do que o LDL-C, sua deter-
minagdo ndo esta incluida nos algoritmos de calculo de risco
cardiovascular e ndo tem alvo de tratamento predefinido.

A Lipoproteina(a) [Lp(a)] € um fator de risco para
aterosclerose e para doencas cardiovasculares devido as
suas caracteristicas pro-aterogénicas e pro-coagulantes.®?
Suas concentracdes sdo, em grande parte, determinadas
geneticamente. Existem varios métodos para determinacéo
da Lp(a), mas, ainda, é necessério padronizacdo. Sua dosa-
gem pode ser considerada em pessoas com alto risco para
doenca cardiovascular ou com forte histéria familiar de
doenca prematura aterotrombotica. No entanto, a nova Diretriz
ndo recomenda sua utilizagdo na rotina para avaliar risco CV
na populagéo.

As relagdes entre lipoproteinas aterogénicas e antiate-
rogénicas (apo B/apo A-l, CT/HDL-C e Colesterol ndo-HDL/
HDL-C) podem ser Uteis para se conhecer o equilibrio entre
o colesterol pr6 e antiaterogénico (HDL-C e LDL-C, respec-
tivamente) no auxilio da avaliagdo do risco CV, porém, ndo é
util para o diagndstico das dislipidemias ou como alvos de
tratamento.®

Eletroforese de lipoproteinas (lipidograma)

A eletroforese de lipoproteinas ou lipidograma s6 é
recomendada em situacdes especiais quando ha suspeita
de Dislipidemia tipo Il de Fredrickson, onde nédo ha diferen-
ciacdo entre as curvas da pré-beta e betalipoproteinas, ou
seja, na ocorréncia da banda "Beta-Larga". Nos demais
casos, a eletroforese de lipoproteinas ndo auxilia na tomada
de decisdes clinicas.?”

Tamanho das particulas de lipoproteinas - LDL

pequena e densa

As lipoproteinas constituem uma classe heterogénea
de particulas e numerosas evidéncias sugerem que as dife-
rentes subclasses de LDL e HDL apresentam diferentes riscos
para aterosclerose. ALDL pequena e densa € mais aterogénica
do que a lipoproteina LDL e esta presente todas as vezes que
as concentragdes de TG forem superiores a 150 mgldL, o que
€ muito frequente em pacientes diabéticos.”

Genotipagem

O rastreamento genético, em familias com Hipercoles-
terolemia Familiar (HF), é recomendado pela V Diretriz, tanto

10

por mapeamento genético laboratorial quanto através dos
critérios de diagnostico de HF, baseados na | Diretriz de
Hipercolesterolemia Familiar.4

Como as dislipidemias primarias tém um com-
ponente genético, varios genes envolvidos com o meta-
bolismo de lipidios e lipoproteinas tém sido associados
as doencas cardiovasculares. A genotipagem ainda nao é
realidade para a rotina da pratica clinica, mas a V Diretriz
aponta para a possibilidade de pesquisas de genes
associados a HF e para o diagnéstico de algumas hiper-
lipidemias primarias, bem como a genotipagem da alipo-
proteina E (apo E).®

Recentemente, a identificacdo de alguns polimor-
fismos no gene da proteina PCSK9 (proproteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9) foi associada com hipercolestero-
lemia, que ocorre em menos de 2% dos pacientes com
diagnostico clinico para HF, no Reino Unido,*® ou com a
diminuicdo do colesterol no plasma, que estd associada
com o perfil lipidico de baixo risco para a Doenca Arterial
Coronariana (DAC) em homens, também, saudaveis do
Reino Unido.®"

A identificacdo e a caracterizacdo da PCSK9 introduzi-
ram novos conhecimentos ao metabolismo do colesterol.
PCSK9 é uma protease expressa, predominantemente, pelo
figado, intestino e rins, e capaz de inibir a reciclagem do
receptor do LDL (LDL-R) de volta a superficie celular, resul-
tando em menor nimero de receptores e aumento dos niveis
plasmaticos de LDL.®® A inibicdo da PCSK9, outro potencial
foco na terapéutica da hipercolesterolemia, bloqueia a degra-
dacdo do LDL-R, aumentando a remocdo do LDL
circulante.®®

O papel do laboratério clinico fica ressaltado até o
presente item. A seguir, serdo descritos os procedimentos
do clinico frente ao seu paciente.

CLASSIFICACAO DAS DISLIPIDEMIAS

A classificagdo das dislipidemias se manteve igual a
diretriz anterior. As dislipidemias podem ser primarias ou
secundérias. As causas secundarias mais comuns s&o:
obesidade, dieta e estilo de vida, uso de alguns farmacos
como corticoides® e isotretinoina,??? doengas metabdlicas,
como diabetes®® e hipotireoidismo,?% doencas auto-
imunes® e doenga renal.?®

As dislipidemias primarias ou sem causa aparente
podem ser classificadas, fenotipicamente, por meio de ana-
lises bioquimicas e genotipicamente. Por genotipagem, as
dislipidemias primarias se dividem em monogénicas, quan-
do apenas um gene apresenta mutac¢fes, e poligénicas,
causadas por multiplas mutagSes em mais de um gene. A
classificacéo fenotipica ou bioquimica considera os valores
de CT, LDL-C, TG e HDL-C e compreende quatro tipos
principais, bem definidos:

1) Hipercolesterolemia isolada: elevacdo isolada do
LDL-C (2160 mg/dL);
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2) Hipertrigliceridemia isolada: elevagdo isolada dos
TG (= 150 mg/dL), com consequente aumento de VLDL, IDL
e quilomicrons. Para esta dislipidemia, o valor do colesterol
ndo-HDL pode ser usado como indicador de diagndstico e
meta terapéutica, uma vez que a estimativa do LDL-C pela
férmula de Friedewald estara prejudicada;

3) Hiperlipidemia mista: valores aumentados de LDL-
C (2160 mg/dL) e TG (= 150 mg/dL). O colesterol ndo-HDL
também podera ser usado como indicador e meta terapéutica.
Nos casos em que TG > 400 mg/dL, o calculo do LDL-C pela
férmula de Friedewald é inadequado, devendo-se, entdo,
considerar a hiperlipidemia mista quando CT > 200 mg/dL;

4) HDL-C baixo: reducéo do HDL-C (homens < 40 mg/dL
e mulheres < 50 mg/dL) isolada ou em associagdo com
aumento de LDL-C ou de TG.

Dislipidemias graves

Afastadas as causas secundarias, anteriormente
citadas, deve-se considerar uma dislipidemia de etiologia
genética e de carater familiar quando as concentragdes de
LDL-C e TG forem, isoladamente ou associadas, maiores
que 190 mg/dL e maiores que 800 mg/dL, respectivamente.
Diante deste quadro, é recomendado que familiares proxi-
mos [adultos e criangas] sejam rastreados..

A HF deve ser cogitada sempre que LDL-C >190 mg/
dL. Os critérios diagnosticos, a conduta e as possibilidades
terapéuticas para esta grave dislipidemia estdo disponiveis
na | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar.4

Em reunido conjunta, a Sociedade Brasileira de
Cardiologia — Departamento de Aterosclerose (SBC/DA), a
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC), a
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Labo-
ratorial (SBPC/ML) e a Associagéo Brasileira de Biomedicina
(ABBM) firmaram um documento sugerindo que os laudos
laboratoriais referentes aos perfis lipidicos tenham unifor-
midade em todo o Brasil no que se refere aos valores de
referéncia e, principalmente, ao alerta indicativo para o
diagndstico de HF. Valores de CT > 310 mg/dL (para adultos)
ou CT > 230 mg/dL (entre os 2 e os 19 anos) podem ser
indicativos de HF, excluidas as dislipidemias secundarias,
conforme o Consenso Europeu sobre HF.@?

A hipertrigliceridemia isolada é caracterizada por con-
centracdes de TG muito elevadas. Quando TG > 1.000 mg/dL,
estes valores representam risco importante de pancreatite
aguda e justificam medidas de intervencdo imediatas.
Afastadas as causas secundarias, é fundamental deter-
minar a origem ou classe de TG, se exdgena (presenga de
quilomicron) ou enddgena (presenca de VLDL), pois isto
ird determinar o tipo de dieta, isto €, restricdo de gorduras
e/ou de carboidratos, caso se evidencie aumento das duas
fracoes.

Por fim, ainda no caso de uma associacdo de hiper-
colesterolemia e hipertrigliceridemia, tem-se uma dislipi-
demia mista, que deve ser tratada com restricdo alimentar e
terapia medicamentosa associada.

RBAC. 2014;46(1-4):8-13

ESTRATIFICACAO DE RISCO

A estimativa de risco de doenga aterosclerética resulta
do somatoério do risco associado a cada um dos fatores
condicionantes mais a potenciagdo causada por sinergismos
entre alguns desses fatores. A identificagdo do risco global
tem sido obtida através do uso de algoritmos que estimam o
Escore de Risco (ER) do paciente.

A1V Diretriz indicava o Escore de Risco de Framingham
(ERF), que estima a probabilidade de ocorrer infarto do
miocardio ou morte por doenga coronaria, no periodo de 10
anos, em individuos sem diagndstico prévio de aterosclerose
clinica.® A nova Diretriz elucida, além do ERF, o Escore de
Risco de Reynolds, o Escore de Risco Global e o Escore de
Risco pelo Tempo de Vida, mas optou por adotar o ER Global
para avaliacdo do risco, em 10 anos, e o ER pelo Tempo de
Vida, como opg¢éo para os individuos acima de 45 anos,
considerados de baixo risco ou risco intermediario, em 10
anos. A combinacdo de um escore de curto prazo com outro
de longo prazo permite melhor estimativa de risco.

O ER de Reynolds, que inclui a proteina C reativa e o
antecedente familiar de doenca coronariana prematura,
estima a probabilidade de infarto do miocardio, acidente
vascular encefélico (AVE), morte e revascularizagcdo do
miocardio, em 10 anos.® O ER Global estima o risco de
infarto do miocardio, AVE, insuficiéncia vascular periférica ou
insuficiéncia cardiaca, em 10 anos.®® Ja o ER pelo Tempo
de Vida, utilizado a partir dos 45 anos, avalia a probabilidade
de um individuo, a partir dessa idade, apresentar um evento
isquémico.Cv

A V Diretriz recomenda a estratificagdo do risco
considerando trés etapas:

1) A determinacdo da presenca de doenca ateros-
clerética significativa ou de seus equivalentes;

2) A utilizacdo dos escores de predi¢do do risco;

3) A reclassificacdo do risco predito pela presenca de
fatores agravantes do risco. Seguindo as trés etapas, chega-
se a um risco absoluto final, onde sdo considerados:

e Baixo risco: homens e mulheres com menos de 5%
de risco absoluto em 10 anos;

* Risco intermediério: mulheres com > 5% e < 10% e
homens com > 5% e < 20% de risco absoluto em 10 anos;

e Alto risco: mulheres com > 10% e homens com > 20%
de risco absoluto em 10 anos.

Com base no risco cardiovascular global, as metas
lipidicas sugeridas na nova diretriz sdo apresentadas na
Tabela 3.

A reducado dos valores para LDL-C proposta pelo
documento é diferenciada para cada categoria de risco por
meio do ER Global, onde varios fatores de risco séo
considerados (sexo, idade, quantidades de fatores de risco
presentes, como histérico familiar de doencgas cardiovas-
culares, dislipidemia, hipertensdo, tabagismo, diabetes,
obesidade, sedentarismo). A meta terapéutica sera tragada
com base no risco global. A Figura 1 ilustra as modifica¢gfes
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Tabela 3 - Metas lipidicas de acordo com o risco cardiovascular

Nivel de Meta primaria Meta secundaria
_Risco LDL-C Colesterol ndo-HDL |
Alto LDL-C < 70 mg/dL Col. ndo-HDL < 100 mg/dL

Intermediario
Baixo*

LDL-C < 100 mg/dL
Meta individualizada

Col. ndo-HDL < 130 mg/dL
Meta individualizada

* Pacientes de baixo risco CV deverao receber orientagao individualizada, com
as metas estabelecidas pelos valores referenciais do perfil lipidico (apresentados
na Tabela 1) e foco no controle e na prevengéo dos demais fatores de risco CV.

M v DIRETRIZ (2007)
[l voIRETRIZ (2013)
g 130
& mgldL
o 100 3
8 mgldL 8
3 70 E
a mgldL ¥
2 2
g 8
s b
@
=

Alto Risco Risco Intermediario Baixo Risco

Figura 1. Comparacdo entre as metas para o LDL-Colesterol
preconizadas pelas IV e V Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e
Prevencéo da Aterosclerose, em relacdo ao risco cardiovascular

do paciente.

em relagcdo aos valores de LDL-C, de acordo com o risco

cardiovascular do paciente.

CONSIDERACOES FINAIS

A atualizacdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias
e Prevencédo da Aterosclerose traz alguns novos enfoques
sobre o assunto, com o objetivo de identificar pacientes
com risco aumentado para doengas cardiovasculares,
diagnosticar e tratar as dislipidemias de forma mais efi-
ciente e reduzir os eventos e a mortalidade cardiovascular.

Retomando a atenc&o ao ponto de vista laboratorial,
finalizamos com algumas consideracdes deste novo docu-

mento que merecem destaque:

1) Para a determinacao laboratorial de TG e LDL-C
estimado pela formula de Friedewald é obrigatério um jejum

de 12 horas;

2) Para a realizagédo do perfil lipidico é indicado man-
ter dieta habitual, estado metabdlico e peso estaveis por
pelo menos duas semanas antes da realizacdo do

exame;

3) Evitar ingestdo de alcool nas 72 horas e atividade
fisica vigorosa nas 24 horas que antecedem a coleta de

sangue;

4) Especial atencdo deve ser dada para valores de
CT > 310 mg/dL (para adultos) ou CT > 230 mg/dL (entre
0s 2 e 0s 19 anos) podem ser indicativos de Hipercoles-

terolemia Familiar.
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Abstract

Cardiovascular diseases often associated with dyslipidemia remain
the world's leading causes of death. Diagnosis and treatment of
patients with lipid abnormalities is challenging, but controlling
dyslipidemia, in particular reducing LDL cholesterol [low density
lipoprotein] concentrations has proven effective in reducing
cardiovascular events and death. Due to the epidemic scenery, an
expert committee published in October 2013 the V Brazilian
Guidelines for Dyslipidemia and Atherosclerosis Prevention. The
document contains some changes from previous editions, highlighting
the magnitude of individual risk stratification and the therapeutic
goal. Under the laboratory standpoint, a new approach to the reference
values of the lipid profile was inserted and special attention should
be given to Total Cholesterol [TC] values > 310 mg/dL [for adults] or
TC > 230 mg/dL [between 2 and 19], which may indicate the presence
of Familial Hypercholesterolemia.

Keywords
Guidelines; Dyslipidemias; Lipid profile; Atherosclerosis
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Avaliacao laboratorial das interleucinas: prognostico e
monitoramento de diferentes doencas humanas
Laboratory evaluation of interleukins: prediction and follow-up of different human diseases
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Resumo

Em laboratérios de andlises clinicas, interleucinas (IL) sdo quantificadas por diferentes
metodologias como as variantes dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA, EIA MEIA),
guimioluminescéncia (CLIA) e eletroguimioluminescéncia (ECL). No entanto, no Brasil, a
guantificacdo das IL esta restrita a poucos laboratérios clinicos, uma vez que o custo
dos exames é alto em comparagdo a outros comumente utilizados. Sabe-se que a
deteccdo de algumas IL pode antecipar o prognéstico e a gravidade das patologias,
possibilitando a prescrigao de tratamentos eficazes, evitando o agravamento do quadro
clinico dos pacientes. Em doengas de desenvolvimento cronico, pode-se predizer desde
o grau lesdo tissular até a resolugdo dos quadros. O objetivo deste trabalho foi apresentar
a utilizacéo das dosagens de interleucinas no prognéstico e monitoramento de diferentes
doengas humanas, através das metodologias de ELISA, CLIA e ECL.

Palavras-chave
Interleucinas; Diagnéstico; Doengas

INTRODUCAO

A imunologia basica e clinica sofreu uma verdadeira
revolucdo a partir da descoberta das interleucinas, porém a
medicina diagnéstica moderna ainda ndo usufruiu adequa-
damente deste conhecimento. As interleucinas sao glico-
proteinas de baixo peso molecular, responsaveis pela inter-
comunicacao celular por meio da emisséo de sinais durante
diferentes fases e mecanismos da imunidade. Atuam como
reguladores humorais em pequenas concentra¢des, poden-
do ser secretadas ou expressas em membranas celulares
(em células da imunidade inata e adquirida) ou, ainda, arma-
zenadas na matriz extracelular.®?

ExposicGes a agentes quimicos ou infecciosos ativam
uma cascata de reacdes, culminando em respostas imuno-
l6gicas de alta complexidade e especificidade que sao ampla-
mente moduladas por interleucinas. Participam desse pro-
cesso células dendriticas, macroéfagos, linfocitos B, linfécitos
T auxiliares (Thl, Th2, Th3, Thl7 e Treg), linfocitos T cito-
toxicos, dentre outras células. A proliferacdao de linhagens
especificas de linfécitos T auxiliares determina o tipo de
resposta desenvolvida, interleucinas produzidas e a pro-
gressdo da doenca.G4

Cada subpopulacéo de linfécitos T auxiliares produz
um perfil de interleucinas distinto que promove uma rapida
resolucdo do processo infeccioso ou permite que o mesmo

evolua por um longo periodo, acarretando maior destruicdo
tecidual, inflamac&o e necrose.®

Respostas envolvendo a subpopulagéo Thl sédo obser-
vadas, principalmente, em doencas bacterianas, e nelas
ocorre maior produgédo de IFN-v, IL-2, e IL-12.034 O aumento
da proliferacédo de linfécitos Th2 em doencas parasitarias e
reacOes alérgicas, sendo produzidas neste processo, estdo
relacionadas notadamente a IL-4 e IL-5.®

Estudos recentes comprovam a existéncia de outras
subpopulacdes de linfécitos T auxiliares: Th17, Treg e Th3.
Linfocitos Th17 sdo induzidos precocemente na resposta
imune adaptativa contra bactérias e sdo responsaveis pela
estimulagdo da resposta de neutréfilos para a eliminagéo
desses organismos, pela producgéo de IL-6, IL-17, IL-23 e
TGF-B. Ja os linfécitos Treg sdo células T reguladoras
adaptativas que, através da producgdo de IL-10 e TGF-B,
inibem a acdo de outras células T, regulando a resposta
imune e mantendo a autotoleréncia. Diferentemente das
outras subpopulacdes, as células Th3 sdo responsaveis pela
protecdo de mucosas, onde sdo encontradas secretando
IL-4, IL-10 e TGF-B. Sua auséncia esta relacionada a doencas
inflamatdrias e autoimunes intestinais.®4

Em decorréncia da melhoria na tecnologia diagnéstica
e do conhecimento sobre a imunologia basica e média, houve
um aumento no nimero de pesquisas que relacionam os
niveis séricos de determinadas interleucinas com a gravidade
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ou remissdo de doencas humanas. O método imunoenzi-
matico (ELISA) e suas variagbes técnicas tem sido o mais
utilizado,®” seguido pela metodologia automatizada de
quimioluminescéncia (CLIA).€9)

Como critério de inclusao, foram consideradas as
publicacBes como as de Costa e colaboradores,®® que
realizaram dosagens séricas de IL-1B em pacientes com
hanseniase, obtendo niveis elevados dessa IL naqueles
individuos em fase aguda da doencga, que ndo haviam sido
submetidos a tratamento. Esses individuos foram medi-
cados e os niveis de IL-1B controlados, ndo havendo dimi-
nuicdo durante a terapéutica. Os autores sugerem que a
dosagem de IL-1j3 deva ser considerada como um indicador
da resposta imune na hanseniase e que os valores elevados
da interleucina, mesmo durante o tratamento, indicam que
particulas antigénicas sdo capazes de gerar estimulos per-
sistentes para a produgédo de IL-1B3. Foram incluidas, ainda,
aquelas publicagbes como a de Vieira e colaboradores,
que demonstraram o aumento dos niveis de IL-10 nas
secregOes nasofaringeas, e de IL-6 no soro, em criangas
menores de 3 meses de idade, que apresentavam doenca
respiratéria pelo virus sincicial (VSR). Os autores obser-
varam que as criangas que exibiam niveis elevados dessa
IL a admissédo hospitalar apresentavam maior gravidade
do quadro respiratorio. Segundo eles, elevados niveis de
IL-6 parecem estar significativamente associados ao maior
tempo de oxigenoterapia e ao prolongamento da internagéo.
Esses autores concluiram que IL-10 e IL-6 sdo marcadores
adequados para determinar a gravidade da doenca por VSR
no trato respiratorio de criangcas menores de 3 meses

Devido a contribuicdo que estas informacdes podem
ter na formac&o e na atualizagdo dos profissionais envolvidos
no diagndstico das principais doencas humanas, o objetivo
do presente trabalho é atualizar a discussao sobre a aplicagéo
clinico-laboratorial da dosagem de IL no prognéstico e moni-
toramento de diferentes doencas humanas.

Os autores do presente trabalho realizaram uma revisédo
da literatura, incluindo publica¢des nas quais a quantificacdo
de interleucinas séricas esteve relacionada a doencas de
diferentes etiologias, tais como parasitarias, bacterianas,
virais, autoimunes e inflamatérias (Tabela 1). Foram encon-
trados 26 trabalhos, em trés diferentes bases de dados cien-
tificas, relacionados no portal Capes.

INTERLEUCINAS E PARASITOSES

Doencade Chagas

Diferentes doencas de etiologia parasitaria podem
apresentar desenvolvimento crénico com lesfes teciduais
ou sistémicas irreversiveis, inclusive fatais. Como pode ser
observado na doenca de Chagas “*'% na Leishmaniose®®
e Esquistossomose.®:®

Pacientes com doenca de Chagas, nas formas inde-
terminada, cardiaca e digestiva, apresentam concentragoes
séricas semelhantes de IFN-y, TNF-o. quando comparados
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com individuos saudaveis.@% No entanto, ao se analisar o
perfil de interleucinas nas diferentes formas clinicas, obser-
vam-se niveis superiores de IL-10 em individuos com a forma
digestiva da doenca.®®

A IL-10 é importante para manter o equilibrio da res-
posta imune celular por atuar em linfécitos T auxiliares supri-
mindo a producdo de citocinas que estimulam a atividade de
macréfagos e, consequentemente, as reagfes agudas de
processos infecciosos.?# Contudo, a prevaléncia do perfil
de resposta imune Treg, caracterizada por maior producdo
de IL-10, pode permitir o escape do parasito e o desenvol-
vimento de lesdes cronicas graves.®®

Comparando-se o grupo dos individuos chagasicos
com manifestagOes clinicas graves com aqueles que néo
apresentam tal alteracdo, independentemente das formas
clinicas, observam-se elevacdes significativas de IL-2 no
primeiro grupo em relagdo ao segundo. Essa IL, juntamente
com IFN-y, atua em um perfil de resposta Th1l em que ocorre
o estimulo de macréfagos infectados para a destruicdo de
patégenos fagocitados e sobre linfécitos B para a producéo
de IgG.*2*% Dessa forma, a producdo de IL-2 e IFN-y sera tao
elevada quanto a intensidade do processo infeccioso,
servindo, portanto, como parametro do prognéstico ou da
gravidade da doenca.®¥

Pacientes com a forma indeterminada da doenca
mantém um equilibrio na producéo de IL pro- e anti-infla-
matorias, sem que ocorra o predominio de qualquer perfil
de resposta imune celular, impedindo o estabelecimento
da patologia.®?

Leishmaniose

Protozoarios do género Leishmania sp, agentes etiolo-
gicos das leishmanioses, podem ativar diferentes meca-
nismos de resposta imune celular e humoral no hospedeiro,
0s quais apresentam producgdo de IL especificas que irdo
determinar o curso da infecgdo.®®

Em criangas com as formas oligoassintomaticas da
leishmaniose visceral é possivel detectar, através de imuno-
ensaio enzimatico (ELISA), a presenca de niveis aumentados
de IFN-vy, IL-12, IL-2, TNF-a e IL-10.619 Entretanto, em criancas
na fase aguda de leishmaniose visceral, ndo sao detectaveis
IFN-y, IL-12 e IL-2. Neste grupo ocorre elevacdo nos niveis
de IL-10 e TNF-0, em comparac¢éo com o primeiro, além da
presenca de IL-4, em 100% dos casos, fato ndo observado
em individuos subclinicos. A IL-4 &, portanto, importante para
determinar a evolugao clinica da doenca. Esta IL é regulada
pela producédo de IFN-y que promove a diminuicdo de seus
niveis plasmaticos.®

Pacientes oligoassintomaticos em que sédo detectados
apenas IL-2, IL-12 e IFN-y evoluem para resolucado espon-
tanea do quadro.® O segmento laboratorial destes pacientes
revela que a diminuicdo de IFN-y indica remissdo completa
da doenca.® No entanto, TNF-o e IL-10 estdo associados
as alteracdes sistémicas e sintomatologia observadas na
leishmaniose visceral.®
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Tabela 1 - Utilizacdo laboratorial de interleucinas no diagnéstico e prognostico de doencas

Etiologia Doengas Interleucinas

Metodologia  Resultados

Doenca de Chagas |IFN-y, TNF-u , IL-10, IL-2

Leishmaniose IFN-y, IL-12, IL-2, TNF-x e

IL-10
Parasitaria

Esquistossomose IL-2, TNF-u

ELISA Aumento de IL-10 na forma digestiva;

IL-2 revela a gravidade da doenga;

IL-4, IL-10, TNF . detectaveis na fase aguda de
leishmaniose visceral; IL-2, IL-12 e IFN-y
subclinicos indicam evolugdo com resolugéo
espontanea;

IL-2 e TNF-a elevados 15,40% e 67,18% em
infecgdes intestinais; e aumento de 111,29%
e128,12%, respectivamente, em neoplasia de
coélon associada ao parasitismo;

ELISA

ELISA

Brucelose IL-2R, IL-6 e IL-8

Sepse IL-6, IL-10, IL-p e TNF-a

Bacteriana

Hanseniase IL-1B

CLIA Concentracoes associadas a gravidade e
padréo clinico da doencga;

IL-6 excelente marcador de sepse tardia em
recém-nascidos, eleva-se de 6 a 12 horas na
corrente sanguinea; TNF-« acompanha IL-6;
IL-10 também sofre elevagao;

ELISA, CLIA

ELISA Bom indicador da resposta imune inata;

Pancreatite IL-6, IL-18, MIF, IFN-y

Apendicite IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10

Inflamatéria Hérnia de disco TNF-a, IL-6

Doengas IL-6, IL-18

Cardiovasculares

Anemia Falciforme IL-8

ELISA, CLIA  IL-6 maior que 131,87 pg/mL doenca grave;
83,29 pg/mL, necrose pancredtica e
154,82 pg/mL, risco de morte; elevacéao de

IL-18 faz diagndstico nas primeiras 24 horas;

Elevacao das IL. Maior aumento de |L-6
diagnoéstico do quadro. Niveis diminuidos de
IL-6 excluem suspeita de apendicite;

A concentracéo de IL reflete o grau de
inflamacgéo dos discos vertebrais;

IL-6 acima do ponto de coorte de 3,7 em
pacientes com SCASSST indica risco maior
de |IAM; IL-18 elevada em pacientes diabéticos
com sindrome coronoriana;

ELISA, CLIA

ELISA

ELISA

ELISA Marcador de crises vaso-oclusivas,

Dengue IL-6, TNF-o e IFN-y

Hepatite C

Viral

Virus Sincicial IL-10, IL-6

Respiratério

IL-8, sTNFR-II, IL-18, IL-10, IL-12

ELISA Niveis maiores de TNF-« na febre hemorragica
do dengue; de IFN-y em infecgdes primarias;

e TNF-a e IL-6 em infecgdes secundarias;

IL-8 e sTNFR-II: sensibilidade de 100% no
diagnostico de carcinoma hepatocelular; niveis
de IL-18 predizem progresséo de gravidade da
doenga para disfuncéo hepatica (cirrose);
IL-10 e IL-12 associados & trombocitopenia em
pacientes com cirrose classe A;

Elevacdes associadas a gravidade da doenca,
sendo que aqueles com aumento de IL-6
tiveram tempo de oxigenacgao e internacao
prolongados.

ELISA

ELISA

Esquistossomiase

A deteccéo sérica de IL-2 e TNF-o. por métodos imuno-
enzimaticos pode ser utilizada para complementar o diag-
nostico de esquistossomose col6nica e cancer de cdlon,
associados a infec¢do por Schistosoma mansoni.®

O parasitismo crdnico pelo platelminto S. mansoni,
caracterizado pela deposicao macica de ovos, ocasiona leséo
tecidual devido a inflamagédo local com infiltracdo celular,
atrofia do epitélio da mucosa intestinal, redugdo de glandulas
e desenvolvimento de diferentes graus de fibrose. Nestes
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casos, os niveis de IL-2 e TNF-o se apresentam elevados,
qguando comparados com individuos saudaveis. Em pacien-
tes com o desenvolvimento de neoplasia de colon, associa-
da & esquistossomose, os valores de IL-2 e TNF-o. se apre-
sentam com grandes elevagbes.® Esta relagdo, contudo,
ndo pode ser aplicada a outras IL e ndo sédo consideradas
Uteis no diagnéstico de lesGes cronicas associadas a infec-
¢do por S. mansoni. A progressao da fibrose de Symmers, em
pacientes com esquistossomose hepatoesplénica, ndo esta
relacionada as concentracfes séricas de IL-10 e 1L-13.46)
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INTERLEUCINAS EBACTERIOSES

As infecgBes bacterianas apresentam, na maioria das
vezes, quadros clinicos agudos que exigem tratamento
urgente e eficaz. Dessa forma, o diagndéstico e progndstico
precoces impedem maiores complicagBes nos pacientes.
Algumas IL tém sido relatadas como ferramenta diagnéstica,
que visa antecipar o resultado de cultura, exame que neces-
sita, aproximadamente, de 2 a 7 dias para a sua execucao e
indicacao da antibioticoterapia.®"9

Brucelose

Pacientes com infeccdo por Brucella sp apresentam
elevacgOes significativas nos niveis séricos do receptor de
IL-2 (IL-2R), IL-6 e IL-8 que sdo possiveis de serem detec-
tadas através da metodologia de quimioluminescéncia.®?

Durante a resposta imune contra microrganismos
infecciosos, a IL-2 regula o processo inflamatorio, através
da ativagao e proliferacao de linfécitos T auxiliares, respon-
saveis pela produgcdo de mediadores, tais como as inter-
leucinas e o 6xido nitrico.®9 A IL-8, produzida por masto-
citos, atua no processo de quimiotaxia e migragéo de linfo-
citos T e polimorfonucleares. Ja a IL-6, produzida por linfo-
citos T, macrofagos e células endoteliais, principalmente,
atua no crescimento e diferenciagdo de linfécitos T e B e
estimula a producé@o de proteinas de fase aguda durante
0s processos inflamatérios e/ou infecciosos.®4

Em estudo conduzido por Refik e colaboradores,*® nédo
foram evidenciadas diferencas nas concentracdes plasma-
ticas de TNF-o. e IL-1B em individuos com brucelose. No
entanto, elevadas concentragfes de IL-2R, IL-6 e IL-8 pare-
cem estar diretamente relacionadas a gravidade e padrédo
clinico da doenca.

Sepse

A dosagem de IL-6 pode ser realizada através de
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e empregada, também,
para o diagnostico precoce de sepse tardia em recém-
nascidos associada a deteccdo de proteina C reativa (PCR),
como demonstrado em estudo realizado por Ceccon e cola-
boradores.®® A associagdo entre estes dois marcadores apre-
sentou sensibilidade e valor preditivo negativo de 100% nos
dias 0 e 1 de suspeita diagnéstica, fato ndo observado ao se
considerarem as detec¢fes separadamente.

Em criancas com diagnostico de sepse comprovado
através do exame de hemocultura, as concentracdes de IL-6
foram superiores em comparagdo aquelas em que a hemo-
cultura foi negativa, mesmo persistindo a suspeita clinica.
Supbe-se que, no primeiro grupo, ha maior quantidade de
bactérias circulantes, com maior liberagdo de endotoxinas,
que promovem a estimulacdo na producdo de interleucinas
superior a do segundo grupo. Contudo, os dois grupos
apresentaram elevacdes nos niveis de interleucinas supe-
riores ao ponto de coorte de 245 pg/mL, sugerido pelos
autores.®
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A IL-6 representa um excelente marcador precoce de
sepse tardia em recém-nascidos,®'"® pois eleva-se na
corrente sanguinea 6 a 12 horas antes de agir em seus
receptores hepaticos para a producao de proteinas de fase
aguda, por exemplo a PCR.®® Todavia, apresenta uma ten-
déncia de queda até 48 horas ap0s o inicio da infecgdo,*” o
que nao ocorre com a PCR, que se mantém elevada até o
sétimo dia.®®

As dosagens de interleucinas apresentam maior
sensibilidade, porém sdo menos especificas do que a
dosagem de PCR no dia de suspeita diagnéstica. Indica-
se a associacdo entre os dois marcadores e a realizacao
de dosagens seriadas para avaliar a remissao do processo
infeccioso.1®

Caldas e colaboradores,® em estudo semelhante,
demonstraram que TNF-o. se comporta como a IL-6, elevan-
do-se no inicio do processo infeccioso quando se emprega
a metodologia de quimioluminescéncia para a sua detec-
¢do. No entanto, esses autores defendem a utilizagdo do
leucograma e dosagens de PCR para o diagnostico de
sepse neonatal tardia, ao afirmarem que estes exames
estdo mais disponiveis na pratica clinica com técnicas de
execugdo mais padronizadas e de custo mais acessivel e
que podem auxiliar o clinico da mesma forma que a
deteccdo das interleucinas.

Campos e colaboradores®? realizaram dosagens de
IL-6, IL-10, IL-1B e TNF-o. através do método ELISA em sangue
de corddo umbilical no momento do parto, em sangue peri-
férico na data do diagndstico de sepse e, ainda, as 48 e 96
horas apés o inicio do tratamento. Os neonatos que apre-
sentavam elevadas concentracdes de interleucinas durante
0 processo infeccioso ja as manifestavam no sangue de
corddo umbilical, persistindo até 96 horas apés o diag-
noéstico, quando se considerou IL-10 e TNF-o, 0 que indicou
que o processo infeccioso ja estava em curso. Entretanto,
ndo foram observadas variagdes nos niveis de todas as inter-
leucinas analisadas, no decorrer do tempo.

Existem algumas dificuldades ao se implantar a dosa-
gem de interleucinas na pratica diagnoéstica, entre elas o
custo elevado da execugdo da técnica, a auséncia de valores
de referéncia confiaveis e a variabilidade das concentragoes,
levando-se em conta os diferentes individuos e as influéncias
do meio externo.®

INTERLEUCINAS E DOENCAS INFLAMATORIAS

Pancreatite

Doengas que evoluem com resposta inflamatéria inten-
sa apresentam perfis especificos de IL séricas, que podem
ser quantificadas para antecipar o progndstico.®202%

Em pacientes com pancreatite aguda endematosa e
necrosante, é possivel verificar a elevagéo de IL-6 e MIF (fator
inibitério da migragdo de macrofagos) diretamente relacio-
nadas as complicagGes da doenga.® Estas detec¢des tém
sido indicadas, inclusive, para o diagnostico precoce de SIRS
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— Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica — respon-
savel pelas altas taxas de mortalidade. No entanto, a IL-6
ndo apresenta concentragfes séricas significativas capazes
de diferenciar quadros de pancreatite leve e aguda onde é
observada necrose e edema.2%

A literatura tem sugerido alguns pontos de coorte para
as concentracdes séricas de IL-6, com o objetivo de auxiliar
o diagndstico de possiveis complicacfes, sendo eles:
131,87 pg/mL para a gravidade da doenca, 83,29 pg/mL
para a necrose pancredtica e 154,82 pg/mL para risco de
morte.®)

Pode-se realizar, ainda, a quantificacdo de IL-18, que
possui valor preditivo para pancreatite, ja nas primeiras 24
horas.(” Esta interleucina é produzida por macréfagos
ativados e células de Kupffer e atua na indugéo de produgéo
de INF-y por células T e células natural killer, promovendo,
também, a inducao de um perfil Th1.43 Em casos de pan-
creatite aguda sistémica, a IL-18 pode atingir valores séricos
até 20 vezes maiores, comparativamente a outros pacientes
com pancreatite aguda grave, levando, igualmente, ao
aumento simultaneo de INF-y.()

Diferentemente de IL-6 e IL-18, que expressam, preco-
cemente, concentra¢gBes elevadas na pancreatite aguda,
niveis séricos de receptor de IL-1 sdo detectaveis, por
método ELISA, apenas no sétimo dia de sintomas, o que
indica a presenca de areas de necrose e inflamagéo.®”

Apendicite

A IL-6 tem se mostrado um excelente marcador de
apendicite aguda em criangas, fato ndo observado em paci-
entes adultos, onde as dosagens de PCR, em associacao
com o leucograma, apresentam maior sensibilidade no
diagnostico da doencga.®?? Em criangas, a PCR é (til para o
diagnéstico apenas apés 24 horas do inicio dos sintomas,
enquanto que a IL-6 sofre elevacgao ja nas primeiras horas.®
Estudos mostram que as dosagens de IL-6, aproximada-
mente 6 horas apds a internacao, revelam niveis significati-
vamente elevados desta interleucina que esta diretamente
relacionada a gravidade do quadro, e, por isso, apresenta
maior sensibilidade em comparacdo ao leucograma e a
dosagem de TNF-0.®

Em pacientes com apendicite aguda, a IL-6 eleva-se,
precocemente, sendo as maiores concentragdes encontra-
das no inicio dos sintomas. A prevaléncia de altos titulos
pode ser utilizada para identificar individuos com perfuracéo
intestinal, como complicacdo da doenca.® De forma contra-
ria, niveis séricos de IL-6 diminuidos sdo confiaveis na
exclusdo de processos agudos que necessitem de interven-
¢ao cirurgica.®

Além da IL-6, a IL-1B, IL-2, IL-8 e IL-10 podem ser quan-
tificadas no diagndstico de apendicite aguda em criangas
por método de quimioluminescéncia,® ou por ensaio imuno-
enzimatico.®® Em adultos, estas podem ser utilizadas para
predizer perfuragBes intestinais em decorréncia da apen-
dicite, apesar da baixa confiabilidade diagndstica.®??
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INTERLEUCINAS E OUTRAS DOENCAS HUMANAS

Hérnia de disco

Individuos que apresentam lombalgia crénica por
hérnia de disco mostram niveis distintos de TNF-a. e IL-6 em
comparacdo com individuos saudaveis. Nesses pacientes,
ocorrem elevacdes significativas nas concentragfes dessas
citocinas, que refletem o grau de inflamagé&o nos discos verte-
brais. Outras interleucinas pro-inflamatérias, como a IL-1 e
o receptor solivel de TNF (sTNF-R), no entanto, ndo apre-
sentam diferencas em suas concentragdes. E o processo
inflamatdrio o responsavel pelo quadro clinico da doenca e
pela queda na qualidade de vida dos pacientes®)

Doencas cardiovasculares

Niveis elevados de IL-6 sdo observados em quadros
agudos de instabilidade coronariana sendo, supostamente,
responsaveis pela ruptura ou erosdo de placas ateroscle-
réticas.® Estes niveis podem, também, indicar o progndstico
cardiovascular em pacientes com sindrome coronariana
aguda sem supradesnivelamento do segmento ST -
SCASSST.®9

Ao dosar IL-6 no soro de noventa pacientes com
SCASSST, Azevedo e colaboradores® obtiveram um ponto
de coorte para esta citocina, referente ao percentil 50, de 3,7.
Ap6s 0 acompanhamento destes pacientes por, pelo menos,
12 meses, foi observado que aqueles cujos niveis de IL-6
estavam maiores que 3,7 apresentavam risco 3,7 vezes
maior de desenvolvimento de infarto agudo do miocardio.

Pacientes diabéticos com sindrome coronariana agu-
da apresentam niveis elevados de IL-6, IL-18 e PCR ultras-
sensivel, porém os niveis destas citocinas ndo diferem
significativamente de pacientes ndo diabéticos portadores
da doencga.®

Anemia falciforme

Durante as crises vaso-oclusivas em pacientes com
anemia falciforme, notam-se elevadas concentracdes de IL-
8 em decorréncia do processo inflamatério que se instala
devido as lesBes ao endotélio capilar e 6rgdos. Em pacientes
saudaveis, e mesmo naqueles com anemia falciforme que
ndo apresentem crises vaso-oclusivas, os niveis de IL-8 s&do
baixos ou indetectaveis.®)

Gongcalves e colaboradores® sugerem IL-8 como mar-
cador de crises vaso-oclusivas em pacientes com anemia
falciforme, que pode ser detectada por ELISA. No entanto,
consideram necessario novos estudos em que seja realizado
0 monitoramento de pacientes com a doenca sem a mani-
festacdo de crises, com o objetivo de se detectar o inicio da
elevacgdo de IL-8, estabelecendo, assim, um ponto de coorte
que represente maior sensibilidade para o diagnéstico
precoce das vaso-oclusdes.

As crises vaso-oclusivas representam papel impor-
tante na patogénese da anemia falciforme, sendo respon-
saveis pelo desenvolvimento de complicagfes crbnicas e
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frequentes intervencdes médico-hospitalares. Diante disso,
a busca por marcadores laboratoriais que indiquem
predisposicdes precoces dos pacientes as crises se torna
fundamental.

INTERLEUCINAS E DOENCAS VIRAIS

Dengue

Em criancas menores de um ano, infectadas com o
virus do dengue na fase aguda da doenca, os niveis de IL-6,
TNF-o. e IFN-y encontram-se elevados em comparagéo a
criancas saudaveis.®® As concentracdes dessas interleu-
cinas ndo estdo estatisticamente relacionadas as diferentes
formas clinicas da doenga. No entanto, observam-se niveis
maiores de TNF-o. na febre hemorragica em comparagdo a
febre ndo hemorragica do dengue. No primeiro contato com
o virus, isto €, durante as infec¢des primarias, ocorre elevacao
de IFN-y, todavia, durante os processos infecciosos secun-
darios, nota-se a elevagéo de IL-6 eTNF-0.?%)

Hepatite C

Determinacdes séricas de interleucinas podem ser utili-
zadas no diagnostico de carcinoma hepatocelular (HCC) e
outras complicagfes crbnicas decorrentes de infeccdo pelo
virus da hepatite C.7-29)

As citocinas estdo diretamente envolvidas na pro-
gressdo da doenca em pacientes portadores de hepatite C.
A IL-8 e o receptor solivel de TNF (sSTNFR-II) se correlacionam
estatisticamente a atividade das enzimas hepéticas e a carga
viral do virus HCV, ao contrario da IL-2.@"

Para o diagnostico de carcinoma hepatocelular, as
dosagens associadas de IL-8 e sTNFR-II apresentam sensi-
bilidade de 100%, especificidade de 70,6%, valor preditivo
negativo (VPN) de 100% e valor preditivo positivo (VPP) de
85,7%. Em pacientes com diagndstico de HCC, essas dosa-
gens revelaram ponto de coorte para as concentracfes
dessas interleucinas compativel em 100% dos individuos
analisados. O ponto de coorte estabelecido para diagnéstico
de HCC é sTNFR-II maior do que 398 pg/mL e IL-8 menor do
que 290 pg/mL. Quando o paciente apresenta a infeccao
pelo virus HCV com persisténcia normal de alanina amino-
transferase (ALT), observa-se elevacdo de IL-8 maior que
395 pg/mL.@D

Niveis séricos elevados de IL-18 estdo relacionados
ao desenvolvimento de cirrose hepatica em pacientes porta-
dores de hepatite C. Esta interleucina se encontra elevada
nos casos de hepatite C crbnica, no entanto, se apresenta
com niveis mais acentuados naqueles pacientes que evo-
luem para cirrose. Dessa forma, as concentragfes de IL-18
podem ser utilizadas para predizer a progressédo e gravi-
dade associadas a disfungdo hepatica.®®

Em pacientes que apresentam cirrose classe A e trom-
bocitopenia, as concentra¢gdes séricas de IL-10 e IL-12
encontram-se elevadas, o que reflete as possiveis causas
na diminuicdo de plaquetas. Abdallah e colaboradores®®
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sugerem a utilizacdo de dosagens laboratoriais dessas
interleucinas como marcadores de trombocitopenia mode-
rada a grave, em pacientes com hapatite C cronica.

CONCLUSAO

O presente trabalho corrobora com a hip6tese de que
as IL podem ser consideradas no prognostico e acom-
panhamento laboratorial de diferentes doengas humanas.
Notadamente, a regulacdo da producgédo de IL-1, IL-6, TNF- o,
IL-8, IL-10, IL-2, IFN- ye IL-4 parece ser afetada por diferentes
agentes etioldgicos, o que, dependendo de diversos fatores
envolvidos na agressado e na defesa, pode contribuir como
um importante "gatilho" na atenuacdo e/ou modulagédo da
resposta imunolégica.

A aplicacdo das IL como marcadores do progndstico
de doengas humanas precisa ser validada em estudos inter
e intratestes para um melhor conhecimento das causas de
variagdo técnica e imponderabilidade biolégica. Ao se
validarem parametros estatisticos e laboratoriais confiaveis,
esses poderdo contribuir para uma eventual incorporacao
da determinagdo das IL, na pratica clinico-laboratorial.

Abstract

Clinical laboratories of outstanding international quality provide
quantification of human interleukins (IL) by different methods such
as enzyme immunoassays (ELISA, EIA MEIA), chimeluminescence
(CLIA) and electrochemiluminescence (ECL). However, in Brazil,
the request of the IL determinations is restricted to a few clinical
laboratories due to the higher cost of the tests. Nonetheless, it is
well known that some IL may anticipate the prognosis and estimate
the severity of diseases, allowing to prescribe effective treatments,
avoiding the worsening of the clinical conditions. Then, by IL
determinations, is possible to predict the degree of tissue injury or
the patient's recover for some diseases. This work aims to present
the use of interleukins determination in the prognosis and monitoring
of diseases by ELISA, CLIA, ECL.
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Interleukins; Diagnostic; Diseases
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INTRODUGAO

Resumo

O biomonitoramento do risco ocupacional em trabalhadores expostos ao benzeno e
derivados é realizado como diagnédstico e prevencgao de danos a curto e longo prazo
ao material genético. Testes de curta duragdo que determinam o perigo genético séo
categorizados pelos indicadores biol6gicos que avaliam mutacdo génica, dano cro-
mossdmico ou lesdo no DNA. A associacdo intima desses indicadores fortalece a
importancia dos testes de genotoxicidade. O estudo objetiva avaliar o risco de muta-
genicidade e anormalidades nucleares em individuos expostos ao benzeno. Avaliaram-
se células da mucosa oral (teste de micronlcleos), sangue periférico (hemograma
automatizado) de vinte frentistas da cidade de Campo Maior, Pl, e do grupo controle,
além da aplicagdo do questionario de estudo epidemiolégico. Relacionaram-se os
resultados ao estilo de vida desses profissionais. A frequéncia de microntlcleos no
grupo exposto foi significativa (***P<0,0001/ Student's t-test), assim como a frequéncia
de anormalidades nucleares para cariélise (**P<0,001) e para binucleacédo (*P<0,05).
A frequéncia de caridlise e etilismo (r = 0,464) também apresentou uma correlagao
positiva (*P<0,05). Evidenciou-se que essa exposi¢do ao petréleo e derivados induz
mutagenicidade, citotoxicidade e apoptose, sendo necessario, por isso, conscientizar
empregadores e trabalhadores dos postos de gasolina sobre o uso de EPI e intensificar
0 monitoramento ocupacional.

Palavras-chave
Genotoxicidade ocupacional; Micronucleos; Células da mucosa oral

O cancer sera a primeira causa de mortalidade, no
mundo, nas proximas décadas. Associado a este fato, as

A espécie humana, durante toda a sua evolugéo, vem
sendo exposta a uma infinidade de agentes genotoxicos pela
ingestdo de alimentos, bebidas e pela inalacdo de fumacas
e irradiagdes do meio ambiente.® Os efeitos mutagénicos e
carcinogénicos desses agentes genotodxicos sdo, principal-
mente, decorrentes de exposicdo ambiental, acidente ou
estilo de vida.*? Diversas substancias estdo envolvidas na
genotoxicidade e relacionadas com os varios estagios da
carcinogénese.® O monitoramento genético continuo de
individuos expostos a potenciais mutagénicos e carcino-
génicos é uma forma precoce de prevencao para doengas
genéticas e cancer. Contudo, os individuos estdo geralmente
expostas a uma variada mistura de substancias quimicas e
agentes fisicos que podem dificultar a determinagdo exata
da causa do aumento na frequéncia do dano cromoss6-
mico.®

doencas neoplasicas possuem um forte impacto na
sociedade, debilitando individuos produtivos, tanto no ambito
social quanto no econdmico, além de constituir um sério
problema de salde publica.® Estimativas feitas no Piaulf,
pelo Instituto Nacional de Céancer (INCA),® no ano 2010,
permitem inferir que, das taxas brutas de incidéncia por 100
mil habitantes, o nimero de novos casos de cancer, em
homens, sera de 2.260, e, em mulheres, de 2.380, segundo
localizagcdo primaria

Assim, é importante conhecer os efeitos toxicos e
genotdxicos do benzeno e seus derivados, constituintes qui-
micos presentes nos combustiveis, sobre a sadde humana
e, principalmente, sobre os trabalhadores de postos de ga-
solina expostos de forma continua devido a rotina de traba-
Iho. O benzeno interfere no sistema produtor de células
sanguineas, podendo causar efeitos como a leucopenia,
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anemia, trombocitopenia e leucemia.” Os efeitos toxicos de
derivados do benzeno podem ser detectados em exames
laboratoriais e os efeitos genotoxicos por biomarcadores
citogenéticos.®

Diversos testes de curta duragao estéo disponiveis para
a avaliacdo do perigo genético. Esses modelos sao frequen-
temente categorizados pelos indicadores biolégicos que
avaliam mutacdo génica, dano cromossdmico ou lesdo no
DNA. A associagado intima desses indicadores biologicos, com
0Ss mecanismos conhecidos de ativagdo de proto-oncogenes
ou perda de funcdo de genes supressores de tumor, tem
fortalecido a importancia dos testes de genotoxicidade.®
Diante do exposto, este estudo teve como objetivo investigar
as possiveis alteragbes hematolégicas e o aumento na fre-
guéncia de danos mutagénicos em frentistas expostos ao
benzeno e seus derivados, na cidade de Campo Maior, PI.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo observacional transversal,
submetido & apreciacéo e aprovacéo do Conselho de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Saude, Ciéncias Humanas e
Tecnoldgicas do Piaui - Novafapi (n°® 0052. 0.043.000-09). O
estudo foi dividido em dois grupos de vinte individuos do
sexo masculino, sendo que o grupo teste compreendeu vinte
frentistas que trabalhavam em postos de gasolina da cidade
de Campo Maior. Esses profissionais estavam expostos,
diariamente, aos derivados do benzeno presentes na gaso-
lina e no dleo diesel, além da exaustao de gases dos veiculos
automotores. O grupo controle apresentou vinte profissionais
de areas administrativas que nédo tinham nenhum contato
direto com derivados do benzeno. Os dados de salde e estilo
de vida foram obtidos com a aplicagdo do questionario de
saude recomendado pela International Comission for
Protection Against Environmental Mutagens and a
Carcinogens.®9

Uma das formas de se avaliar a toxicidade dos deriva-
dos do benzeno, em frentistas, é através da realizagcdo do
hemograma automatizado, confirmado com rigorosa leitura
manual de laminas e pesquisa de reticuldcitos. A coleta san-
guinea foi realizada na fossa antecubital, com aproximada-
mente 5 mL do sangue total, o qual foi e armazenado em
tubo de ensaio, contendo uma gota de EDTA (Hemstab).%

Para avaliacéo citogenética e mutagénica, foi aplicado
o0 biomarcador teste de microntcleos, em células esfoliadas
de mucosa bucal. O teste é, atualmente, usado como padrédo
para teste de mutagenicidade cromossémica e segue a
norma OECD - Guidelines for the Testing of Chemicals/section
4: Health Effects - Mammalian Erythrocytes, Micronlcleus Test
n® 474 e a recomendacdo do Gene - Tox Program,
Enviromental Protection Agency — EPAIUS. As amostras foram
coletadas das duas paredes laterais da mucosa da cavidade
oral com o uso da escova cytobrush, sem coleta de amostras
de células epiteliais da lingua. As células foram colocadas
em 5 mL de solugdo de lavagem (PBS), até a etapa de
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preparagdo das laminas.®? Imediatamente apo6s a coleta,
as amostras foram encaminhadas ao laboratério para a
confecgdo das laminas para avaliagdo microscopica. As
amostras de células foram lavadas por trés vezes, antes da
preparacdo do esfregaco. O processo de lavagem foi feito
em 5 mL de solucdo PBS, com centrifugacfes por dez
minutos, a 1.500 rpm, seguido de remog¢&o do sobrenadante
e substituicdo da solugédo, sempre no volume final de 5 mL.
Antes da preparagdo do esfregaco, as laminas foram pré-
aquecidas a 37°C. As células foram homogeneizadas no
vortex e colocadas sobre as laminas, para a realizagdo do
esfregaco, e deixadas em temperatura ambiente, para a
secagem, durante 15 minutos.®®

Realizou-se a fixagdo com metanol e acido acético (3:1),
durante 15 minutos.®¥ Foram preparadas duas laminas para
cada individuo. Apo6s a fixagao, as laminas ficaram em tempe-
ratura ambiente, durante 12 horas, e, em seguida, foram
imersas em agua destilada, durante um minuto, antes da
coloragdo com Giemsa a 2%. A observagdo das células foi
feita com o uso de microscépio 6ptico, em aumento de 1.000
X, com o uso de 6leo de imersédo. Cerca de mil células foram
observadas por lamina, totalizando 2 mil células avaliadas
para cada paciente testado. Para identificacdo de micro-
nucleos, consideraram-se as células com citoplasma e
nucleo intactos e distingdo do perimetro nuclear, procurando
analisar o perimetro arredondado sugestivo de um reves-
timento por membrana, didametro correspondente a 1/3 do
diametro do nucleo, coloragao, intensidade e textura similares
ao nucleo e auséncia de ponte com ele. As anormalidades
nucleares foram identificadas e quantificadas por critérios ja
estabelecidos. Essas foram consideradas como tipos
celulares associados a processos de diferenciacdo. ldenti-
ficaram-se as cariorrexes (fragmentacéo nuclear), caridlises
(dissolucéo nuclear) e as células binucleadas.®®

A caracterizacdo dos trabalhadores e analises de
correlagbes foram realizadas com o uso do programa SPSS
versdo 13.0. Os dados relativos a frequéncia de microndcleos
e de anormalidades nucleares foram correlacionados com
0 uso do programa Graphpad PRISM 5.0, com analise de
significancia pelo Test t-Student e correlacdo de Pearson.

RESULTADOS

Os dados de saude e estilo de vida, como idade, etnia,
tempo de exposicao, uso de EPI’s, carga horaria de trabalho
semanal, habitos de fumar e consumo de bebidas alcodli-
cas e alimentos, caracterizaram a populagdo do estudo a
partir das informagdes apresentadas pelos pacientes em
resposta as indagacdes do questionario de salide recomen-
dado pela International Comission for Protection Against
Environmental Mutagens and a Carcinogens (ICPEMC)
(Tabela I).

Os frentistas tinham em média 37 anos de idade,
apresentando, em sua maioria, a etnia caucasiana (65%).
Os trabalhadores expostos ao benzeno e seus derivados
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Tabela | - Caracteristicas da populagéo de frentistas de postos de gasolina do municipio de Campo Maior,

ano de 2009
Caracteristicas da Expostos aos derivados de Nao expostos
populagao benzeno (N =20)
(N =20)
Idade® 37,7+10,592 3223+6,812
(20-59) (20- 46)
Grupo étnico
Branco 20 % 227 %
Negro 15% 36,4 %
Caucasiano 65 % 354 %
Tempo de trabalho no local 8,20 £ 5,432 6,327,272
(2-22) (1-27)
Uso de EPIs
Sim -
Nao 100 % -
Nao informado -
Carga horaria semanal 48+ 0,012 35,36 +9,942
Habito de fumar
Nao 90 % 36,4 %
Sim 10 % 63,6 %
Consumo de alcool semanal
Sim 90 % 68,2 %
Nao 10 % 318%
Consumo de medicamentos por dia
Prescritos 100 % 773 %
Nao prescritos 65 % 90,9 %
Consumo de carne em dias por semana 100 % 955 %
Consumo de vegetais
Sim 13,6 %
Nao 100 % 77,3 %

2 Média + Desvio padrao
Fonte: Pesquisa Direta

informaram que estavam expostos, em média, por oito anos,
cumprindo uma carga horaria semanal de 48 horas, sem
fazer o uso de EPI. Em relagéo aos habitos dos trabalhadores,
90% nao fumavam, 90% consumiam alcool, 65% faziam uso
de medicamentos néo prescritos e 100% dos individuos
consumiam carne, em detrimento do uso de vegetais, na
dieta.

O resultado do teste de micronucleos de mucosa
bucal dos frentistas de postos de gasolina de Campo Maior
esta informado na Tabela Il. A frequéncia de micronucleos,
nesses trabalhadores expostos aos derivados do petréleo,
apresentou-se aumentada, de forma estatisticamente

Tabela Il - Avaliagdo mutagénica em células esfoliadas de mucosa
bucal de frentistas de postos de gasolina expostos aos derivados
do petréleo em Campo Maior, Pl, no ano de 2009, com o teste de
microntcleos (MN)

Grupos

Micronucleo® Frequéncia (%)

de MN

Expostos (N=20) 2,25+ 0,96* 0,11 £ 0,05
(1-4)

Nao expostos (N=20) 0,40+0/16 0,02 +0,03
(0-2)

22000 células por individuo. Resultados expressos em Média + erro padrao.
Significancia em ***P< 0,0001, em relagéo aos trabalhadores nao expostos
analisados com o teste t.

RBAC. 2014;46(1-4):21-9

significativa (***P<0,0001 — Test t-Student), em relagdo aos
individuos ndo expostos a esses agentes quimicos, que
apresentam potencial de mutagenicidade (Figura 1).
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Figura 1. Mutagenicidade em células de mucosa bucal de frentistas
de postos de gasolina do municipio de Campo Maior, PI, ano de
2009, avaliada com o teste de micronucleos. Significancia em ***P<
0,0001, em relagéo aos trabalhadores ndo expostos analisados
com o teste t.
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Tabela Ill - Anormalidades nucleares identificadas em células de mucosa bucal de trabalhadores
expostos aos derivados do benzeno como frentistas de postos de gasolina em Campo Maior, PI,

ano de 2009
Anormalidades Cariélise @ Frequéncia (%) de Células Frequéncia (%) de
nucleares Caridlise? Binucleadas? Binucleada @
Expostos 99,85 + 11,74 482 + 0,66™ 7,20+0,78" 0,36 + 0,03*
Nao expostos 4920+ 848 243 +044 480071 0,24 + 0,03

22000 células por individuo. Resultados expressos em Média + erro padréo. Significancia em **P<0,001 e
*P<0,05 em relagdo aos trabalhadores nao expostos analisados com o teste t.

De forma similar, a frequéncia das células binucleadas
e de cariolise, em células de mucosa bucal dos profissionais
de postos de gasolina, apresentou-se aumentada, com
significancia estatistica em relagdo ao grupo controle (Tabela
I11). Dados citotoxicos foram observados pelo significante
aumento da frequéncia de células binucleadas (*P<0,05),
na populagdo exposta, em relagdo a ndo exposta (Figura 2),
e da caridlise (**P<0,001), indicando o fendmeno de apoptose
(Figura 3). Esses dados foram correlacionados, positiva-
mente, com o etilismo (r = 0,464), de forma significativa
(*P<0,05), de acordo com as analises de correlacdes de
Pearson, produzidas com o programa SPSS.
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Figura 2. Células binucleadas de mucosa bucal de frentistas de
postos de gasolina do municipio de Campo Maior, PI, ano de 2009,
avaliadas com o teste de micronucleos. Significancia em *P< 0,05,
em relagdo aos trabalhadores nao expostos analisados com o
teste t.

Os dados hematolégicos da populagdo exposta nédo
foram estatisticamente significativas em relacdo aos
individuos nédo expostos (Tabela 1V), estando dentro dos
valores de referéncia para o biomarcador estudado. A partir
desses dados, foi possivel avaliar a quantidade de leu-
coécitos (Figura 4) e porcentagem do hematdcrito (Figura
5).

As fotomicrografias mostram diferentes padrées de
células da mucosa bucal dos trabalhadores expostos e nédo
expostos aos derivados do petréleo. Células com padrbes
normais de diferenciacdo (grupo ndo exposto) podem ser
observadas na Figura 6.
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Figura 3. Caridlise em células da mucosa bucal de frentistas de
postos de gasolina do municipio de Campo Maior, P, ano de 2009,
avaliada com o teste de micronucleos. Significancia em *P< 0,01,
em relagdo aos trabalhadores nao expostos analisados com o
teste t.

Tabela IV - Parametros hematoldgicos de frentistas de postos de gasolina de Campo Maior, PI,

ano de 2009
Grupos Hemacias Hematdocrito Hemoglobina Leucécitos (mm?) Plaguetas
(mm?) (%) (mm?)
Expostos 5,51 +0,11 48,09 £ 0,94 1558 +£0,29 6230+ 494 8 234900 + 9539
Nao 5,01 £ 0,07 46,50 + 0,58 1573 +0,26 5384 + 208 4 237600 + 11939
expostos

Resultados expressos em Média + erro padrio.
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Figura 4. Quantidade de leucécitos no sangue periférico de frentistas Figura 5. Porcentagem do hematdcrito no sangue periférico de
de postos de gasolina do municipio de Campo Maior, Pl, ano de frentistas de postos de gasolina do municipio de Campo Maior, PlI,
2009, avaliada com hemograma automatizado (Micros 60). ano de 2009, avaliada com hemograma automatizado (Micros 60).

Figura 6. Fotomicrografia mostrando células com padrdes normais de diferenciagdo (NM), grupo ndo exposto.

Figura 7. Fotomicrografia de anormalidades nucleares indicativas de apoptose (Cariorrexe-CX e Caridlise-CL) em frentistas de postos de
gasolina, expostos ao benzeno e seus derivados em Campo Maior, Pl, ano 2009.
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Figura 8. Fotomicrografia de células binucleadas (BN) indicativa de citotoxicidade em frentistas de postos de gasolina, expostos ao benzeno

e seus derivados em Campo Maior, Pl, ano 2009.

Figura 9. Fotomicrografia mostrando microntcleos (MNs) em células esfoliadas da mucosa bucal de frentistas de postos de gasolina, expostos ao

benzeno e seus derivados em Campo Maior, PI, ano 2009.

As anormalidades nucleares indicativas de apoptose,
tais como cariorrexes (CXs) e caridlises (CLs), estdo apre-
sentadas na Figura 7, e a citotoxicidade (células binucleadas-
BNs) é apresentada na fotomicrografia da Figura 8. A muta-
genicidade, em células esfoliadas de mucosa bucal, indicada
pela presenca de micronucleos e evidenciada em individuos
expostos, esta representada na Figura 9.

DISCUSSAO

Os microndcleos atuam como marcadores biologicos
de danos genéticos e podem ser utilizados como indica-
dores de mutagenicidade e como um instrumento de moni-
torizacédo.®® A presencga de microndcleo é um fendémeno
natural, porém as exposi¢cfes a compostos genotéxicos
aumentam a sua frequéncia nas células.®” A existéncia
de micronucleo nas células esfoliadas serve como dosi-
metro interno, principalmente, na avaliagdo da extensdo
da associacdo entre determinado agente ambiental e a
instabilidade gendmica das células.®® O micronucleo
aparece ap6s o dano antes mesmo de qualquer alteragéo
pré-maligna clinica ou histologica, contribuindo em pro-
gramas para deteccao de grupos de alto risco e prevencao
do cancer.®
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Da mesma forma, ap6s a remocao do carcinégeno,
tem-se observado que a contagem de células com micro-
nucleos reduz-se rapidamente, sugerindo que, sem a agéo
do agente genotoxico, o processo de reparo do DNA se torna
eficaz.®® A mutagenicidade foi observada pelo aumento
significativo (***P<0,0001) da frequéncia de microntdcleos
da amostra exposta, em relacédo a ndo exposta aos derivados
do petréleo. Uma pesquisa relatou os resultados de moni-
toramento biolégico de um grupo de 48 trabalhadores, em
uma refinaria de petréleo, no Norte de Portugal. Neste estudo,
0s autores encontraram uma frequéncia significativamente
maior de microndcleos (4.08 + 0.46) do grupo exposto, em
relagéo aos trinta individuos do grupo controle (1.97 + 0.36).©®
Em contraste, outros autores investigaram o grau de expo-
sicdo a solventes organicos e as consequéncias genotoxicas
em trabalhadores, usando acompanhamento citogenético
(frequéncia de MN) e concluiram que n&o houve diferenca
estatistica em biomarcadores genéticos, entre trabalhadores
expostos e ndo expostos.®)

As indagacgdes do questionario de saude revelaram
que 100% dos frentistas ndo utilizavam EPI, constatando-se,
também, uma correlagdo positiva entre o ndo uso de EPl e 0
aumento da frequéncia de MN. Esses dados servem para
alertar os 6rgaos responsaveis pela saude do trabalhador,
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bem como que o treinamento continuado e a conscientiza¢ao
de individuos sobre o uso de EPI devem ser intensificados
para evitar possiveis danos irreparaveis a salde. Estudos
apontaram que, quanto maior o tempo e a frequéncia da
exposicdo, maior a ocorréncia do danos. O risco também
esta relacionado com a intensidade da exposi¢cdo ao
produto, isto é, da quantidade do produto que esta conta-
minando o ar que se respira ou a quantidade que é depo-
sitada na pele ou, ainda, ao quanto se chega a ingerir. Essas
formas de exposicdo aos agentes quimicos (derivados do
petréleo) estéo, principalmente, relacionadas com a negli-
géncia dos trabalhadores e/ou de seus empregadores no
que se refere ao uso dos equipamentos de protecdo indi-
vidual EPI.?Y

Os resultados mostraram que houve uma relagdo
positiva entre 0 ndo consumo de vegetais na alimentacao
dos frentistas em estudo e o aumento da frequéncia de
cariorrexes e cariolise. Isso influencia o aumento de danos
no DNA, ja que os micronutrientes tém fungdo de manter a
estabilidade gen6mica, sendo esse fato extremamente
valorizado na literatura. Os micronutrientes tém fundamental
importancia para o metabolismo e reparo do DNA, pois
agem como co-fatores e substratos e sdo necessarios
também para detoxificagdo de carcinégenos e apoptose.®??
Existem relatos de que a dieta pobre em micronutrientes
aumenta o risco de doencas degenerativas, incluindo o
cancer.®

A frequéncia de caritlise esta correlacionada, positi-
vamente, com o etilismo (r = 0,464) de forma significativa
(*P<0,05). O consumo de alcool dos frentistas em estudo
chegou aos 90%. A ingestdo cronica de bebidas alcodlicas é
relacionada aos diferentes tipos de cancer e com o0 aumento
estatisticamente significante na frequéncia de linfécitos com
aberragGes cromossOmicas numéricas e estruturais.® O
uso abusivo do éalcool esta relacionado a deficiéncia na
absorcdo de folato (participando do processo de sintese e
reparo do DNA) pelo organismo. Dessa maneira, individuos
com caréncia de folato teriam risco aumentado para o desen-
volvimento de cancer bucal.® O etanol participa no processo
de carcinogénese, sendo capaz de dissolver o conteddo lipi-
dico das membranas das células que compdem o tecido
epitelial, causando um aumento na sua permeabilidade, o
que facilita a penetracéo de carcinégenos quimicos que irdo
causar dano ao DNA.@®

O tabaco industrializado contém uma grande quanti-
dade de mutagenos e carcinégenos, caracterizando-o como
um agente cancerigeno completo, que atua tanto na inicia-
¢do quanto na promogdo e progressao tumoral, sendo consi-
derado o principal fator de risco para o cancer bucal. As
exposicdes de longo prazo de carcinégenos contidos no
tabaco provocam efeitos mutagénicos nas células do
epitélio da mucosa bucal, levando a instabilidade genémica
e a ocorréncia de ativacdo de receptores de proliferagédo
celular como consequéncia desses dois efeitos (muta-
génico e proliferativo). Os usuarios do tabaco podem desen-
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volver, na mucosa bucal, desde lesdes pré-malignas até
carcinomas invasivos.® Relativamente, ao uso do fumo, o
estudo informou que 90% dos frentistas ndo tinham tal habito,
ndo havendo nenhuma correlagédo entre o habito de fumar e
0 aumento da frequéncia de caridlise, cariorrexes e micro-
nudcleos, representando auséncia de mutagenicidade, cito-
toxicidade e apoptose pelo uso do tabaco. Embora alguns
autores tenham observado aumento na frequéncia de
aberracdes cromossdmicas estruturais em fumantes, resul-
tados negativos também foram documentados.?”

As alteragBes nucleares sdo indicativas de fendmenos
celulares degenerativos (cariorrexes e caridlise). Na ocor-
réncia de elevada prevaléncia, como evidenciada neste estu-
do, a caridlise (**P<0,001) é indicativa de citotoxicidade,
genotoxicidade, apoptose e esta, provavelmente, relacio-
nada com a promocao de cancer. As células binucleadas,
frequentemente encontradas em displasias, foram aqui
observadas, sendo estatisticamente significativas (*P<0,05),
0 que enfatiza a importancia da inclusdo da contagem de
células com essas alteracdes, o que confirma a presenca
de danos citotoxicos.®®

O sistema hematopoiético, em consequéncia das
caracteristicas biolégicas, pode sofrer alteragdes quando
exposto a acéo de fatores ou substancias nocivas presentes
no ambiente, como hidrocarbonetos aromaticos, dos quais
se destaca o benzeno, as radiacdes ionizantes e os agro-
toxicos. Tais fatores podem lesar a célula primitiva san-
guinea, reduzindo seu nimero e/ou provocando alteraces
estruturais ou citogenéticas, levando, como consequéncia,
a hipoproducéo celular e/ou ao surgimento de linhagens
de células anormais. Desse modo, as patologias hemato-
légicas (leucopenia, leucemias, sindromes mielodispla-
sicas e anemia aplastica) representam a maior evidéncia
de associacdo com fatores ambientais danosos.?® Os
dados hematol6gicos da populagdo exposta ndo foram
estatisticamente significantes em relagdo aos individuos
ndo expostos, contrastando com os resultados hema-
tolégicos do sangue periférico mostrados numa pesquisa
com 95 pacientes expostos cronicamente ao benzeno,
sendo a macrocitose e a linfocitopenia sinais precoces de
toxicidade desse elemento.?)

CONCLUSAO

Os frentistas submetidos ao estudo apresentaram um
aumento significativo de frequéncias de MN e demais anor-
malidades nucleares, correlacionadas com as atividades
laborais desempenhadas por esses profissionais, bem
como com as condi¢cbes de protecdo durante a jornada de
trabalho, sugerindo que essa exposigdo induz a mutage-
nicidade, citotoxicidade e apoptose, sendo necessario, por
isso, conscientizar os empregadores e trabalhadores dos
postos de gasolina sobre a importancia do uso de EPI e
intensificar o monitoramento ocupacional, como uma forma
precoce para a prevencao de doencas genéticas e cancer.
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Sugere-se também a realizacédo de testes moleculares, por
conta das diferengas individuais em resposta a exposi¢édo
ao benzeno e seus derivados, pela necessidade de identificar
polimorfismo genético relacionado as enzimas de detoxifi-
cacdo, bem como genes supressores de tumor.
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Abstract

Biomonitoring of occupational risk in workers exposed to benzene
and its derivatives is carried out as diagnosis and prevention of
harm in the short and long term to genetic material. Tests of short
duration that determine genetic risk are categorized by biological
indicators that assess: gene mutation, chromosomal damage or
DNA damage. The close association of these indicators reinforces
the importance of genotoxicity tests. The study aims to evaluate the
risk of mutagenicity and nuclear abnormalities in individuals exposed
to benzene. Evaluated the oral mucosa cells (micronucleus test),
peripheral blood (CBC automated) of 20 attendants of Campo Maior,
P1 and control group, besides the application of the questionnaire
for epidemiologic study. Related to the results to the lifestyle of
these professionals. The micronuclei frequency in the exposed group
was significant (***P <0,0001/ Student's t-test) as well as the nuclear
abnormalities frequency for karyolysis (**P<0,001) and for
binucleation (*P<0,05). The karyolysis and alcohol consumption
frequency (r = 0.464) also shomed a positive correlation (*P<0.05).
It is evident that exposure to petroleum and its derivatives induce
mutagenicity, cytotoxicity and apoptosis, requiring employers and
employees aware of the gas stations on the use of PPE, and to
enhance monitoring occupational exposure.
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Occupational genotoxicity; Micronuclei; Oral mucosa cells
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Resumo

Objetivo: Avaliar as alteragGes nos exames laboratoriais e de capacidade funcional
nos pacientes com doenga renal cronica (DRC), submetidos a hemodialise. Métodos:
Para a avaliagdo dos pacientes foram coletados os dados pessoais, histérico de
fatores de risco e de comorbidades associadas a DRC, bem como o tempo e a
frequéncia no tratamento hemodilitico, além dos resultados dos exames laboratoriais e
da capacidade funcional maxima. Resultados: Dos 23 pacientes estudados, 21,7%
apresentavam nefroesclerose como a principal causa de DRC. O sedentarismo
apresentou-se como o principal fator de risco. Todos os pacientes apresentaram
alteracd@o nos resultados dos exames laboratoriais e de capacidade funcional, sendo
gue a anemia manifestou-se na totalidade dos pacientes estudados. Observou se uma
associacao significativa entre creatinina e ureia. Conclusédo: O comprometimento da
homeostase corporal, como também da capacidade fisica em pacientes DRC em
hemodidlise, foi envidenciado.

Palavras-chave

Anemia; Testes laboratoriais; Didlise renal; Doenca renal cronica

INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) é hoje considerada um
problema mundial de salde publica, devido ao aumento das
suas taxas de morbimortalidade, no decorrer dos anos. A
incidéncia de novos casos de DRC tem se elevado a cada
ano e, em 2004, eram 59.153 pacientes com a doenca; ja,
em 2007, esse nUmero aumentou para 73.605.® Além disso,
a diabetes mellitus, hipertensdo arterial e glomerulonefrites
mostraram-se relativamente interligadas com a DRC, sendo
consideradas como fatores agravantes para o aparecimento
da mesma.®

As manifestacdes clinicas da DRC surgem no mo-
mento em que o rim, o principal 6rgdo responsavel pela
manutencdo da homeostase corporal, tem inibida a pro-
ducdo e secrecdo de enzimas e horménios, como, por
exemplo, a 1,25-dihidroxivitamina D, renina e eritropoetina,
além da perda da filtragdo glomerular (FG), que proporciona
o equilibrio metabdlico e hidroeletrolitico. A DRC é carac-
terizada exatamente pela diminuicdo progressiva e irrever-
sivel da fungdo do 6rgao, no qual a FG fica tdo compro-

metida que ndo consegue manter o equilibrio da qual é
responsavel. Dessa maneira, afeta outros 6rgdos do corpo
humano.® Como consequéncia, observa-se a anemia como
causa da sintese diminuida de eritropoiese, sendo carac-
terizada como normocitica e normocrémica.*® Somado a
isso, inimeros estudos relatam a forte associagdo entre a
prevaléncia e intensidade da anemia com o estagio da do-
enca renal.®

A progressdo da DRC, ocasionada pela anemia, é
considerada o fator que mais contribui para a sua prevalén-
cia.(” A reducao do numero de néfrons faz com que o
processo de fibrose tubulo-intersticial das nefropatias croni-
cas piore, através do estresse oxidativo e da hipdxia. A
anemia provoca efeitos deletérios nas células tubulares
pela reducdo do potencial antioxidante do sangue, na
vigéncia da geragdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio,® o que caracteriza a sintese diminuida de eritro-
poetina pelo parénquima renal, levando a uma eritropoiese
inadequada.® Assim, a perda progressiva da capacidade
de sintese renal do hormonio eritropoetina, o qual estimula
a producédo dos eritrocitos pela medula 6ssea, e a dimi-
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nuicdo da sobrevida das hemacias, nos pacientes, originam
um quadro de anemia.®9

A anemia pode ser diagnosticada em qualquer esta-
gio da DRC.MW Atualmente, esse processo esta sendo tratado
com a administracdo de agentes estimulantes da eritro-
poiese, sendo a eritropoetina humana recombinante ou a
alfaepoetina os farmacos mais utilizados, inclusive no
Brasil, pois sdo considerados os de menor custo.®213) A
DRC, em seu estagio final, requer uma das modalidades
de terapia renal substitutiva, como a hemodiélise, didlise
peritoneal ou transplante renal, para garantir a sobrevivéncia
do paciente.®¥

Tendo em vista a incidéncia da anemia na DRC, o
objetivo do presente estudo foi avaliar as alteragdes nos
exames laboratoriais e de capacidade funcional nos paci-
entes com DRC, submetidos a hemodidlise, estratificados
por sexo. Tal avaliacdo inclui informacfes referentes ao
eritrograma, bem como as dosagens bioquimicas da funcéo
renal dos pacientes e os fatores determinantes para o
desenvolvimento da anemia na DRC.

MATERIAL E METODOS

A populacdo em estudo foi constituida de pacientes
com DRC, submetidos a hemodialise, em clinicas de nefro-
logia, no municipio de ljui, Rio Grande do Sul. Foram sele-
cionados, para a amostra do estudo, os individuos com
DRC, de ambos os sexos, hemodialiticos, clinicamente
estaveis e sedentarios.

O critério de exclusdo da amostra foi a presenca de
insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio, nos
Ultimos trés meses, doencgas neuromusculares, patologias
respiratérias agudas, asma ou doenca pulmonar obstrutiva
cronica.

A anemia foi considerada quando a concentracdo de
hemoglobina estava menor que 11 g/dL. Os dados para o
presente estudo foram obtidos através de pesquisa institu-
cional aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIJUI
n° 297/2009.

O perfil dos individuos foi coletado a partir do pron-
tuario médico e em entrevista direta com o avaliado. Foram
coletados dados pessoais do individuo, histérico de fatores
de risco, como hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes
melitus (DM), sedentarismo, tabagismo e etilismo, como,
também, comorbidades associadas a doenga renal cronica,
além do tempo e frequéncia do tratamento hemodialitico.

Os dados referentes a avaliacdo laboratorial foram
coletados a partir dos prontuarios de cada paciente. Os
exames laboratoriais foram realizados no laboratério de
andlises clinicas vinculado ao hospital no qual os pacientes
realizam a hemodialise.

Nos prontudrios, constavam o0s seguintes parametros
laboratoriais: albumina, calcio, fésforo, produto célcio-fosforo,
hematocrito, hemoglobina, potassio, transaminase pirGvica
(TGP), ureia.
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Para avaliacdo da capacidade funcional maxima, os
pacientes foram submetidos a um teste cardiopulmonar de
exercicio, em esteira rolante (Imbrasport, Porto Alegre, Brasil),
com protocolo de rampa (velocidade inicial de 1 Km/h e final
de 6 Km/h, inclinacao inicial de 0% e final de 10%). Os
gases expirados foram analisados a cada 20 segundos,
através de um analisador de gases (Total Metabolic Analysis
System, TEEM 100, Michigan, EUA), sendo o VOzpico definido
como o mais alto valor alcancado, durante o teste, por 20
segundos.

Os dados foram processados no pacote estatistico
PASW Statistics Data Editor (versdo 18.0, Chicago, EUA). A
analise descritiva foi apresentada como média + desvio
padrdo, frequéncia relativa e absoluta.

Para variaveis quantitativas, realizou-se o teste de
normalidade Shapiro-Wilk, sendo que, para as ndo para-
métricas, utilizou-se o teste U (Mann Whitney), para com-
paracdo entre as médias.

Nas variaveis qualitativas, utilizou-se o teste exato de
Fischer. Para correlacionar variaveis ndo paramétricas,
utilizou-se o teste de Spearman. Considerou-se significa-
tivo p < 0,05.

RESULTADOS

Foram avaliados 23 pacientes com DRC que rea-
lizam hemodidlise em uma unidade de hemodialise do
interior do estado do Rio Grande do Sul.

As caracteristicas quanto a idade apresentaram valo-
res similares em ambos os sexos. Na andlise da média
das variaveis antropométricas, peso, estatura, IMC, CA e
CQ, o sexo masculino apresentou maior peso, estatura e
CA, comparado ao feminino; o IMC exibiu valores simi-
lares e permitiu classificar ambos os sexos como sobre-
peso.

A etiologia de doenca mais prevalente foi a nefro-
esclerose, seguida da hipertensiva e diabética hipertensiva.
O sedentarismo foi o principal fator de risco, seguido da HAS
e DM (Tabela 1).

Na analise das variaveis sanguineas, cabe ressaltar
que 100% dos homens e mulheres avaliados apresen-
taram anemia. Na avaliacdo das médias do hematdcrito,
observou-se um valor mais elevado, no sexo feminino, e
da glicose, no masculino. Os valores de hemoglobina, cre-
atinina e ureia apresentaram valores similares, em am-
bos os sexos. O VOzpico foi maior no sexo masculino (Ta-
bela 2).

Ao correlacionar as variaveis sanguineas, como crea-
tinina com hemoglobina, hematocrito e ureia; glicose com
creatinina, hemoglobina e ureia e entre o VOzpico com hemo-
globina e hematdcrito, néo se verificou correlacéo. Aamostra
apresentou diferenca estatisticamente significativa so-
mente quando se correlacionou a creatinina com a ureia
(p £0,05), embora tenha apresentado uma correlacao fraca
(Tabela 3).
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e valores basais de pacientes com DRC submetidos a hemodialise

Masculino Feminino Total
(n = 16) (n=7) (n = 23) P
Idade (anos) 58,81 £12,60 56,43 +373 58,09 £ 10,64 0,300£
Peso (kg) 75,67+ 1157 67,14 £ 11,48 73,09 £ 1197 0,082£
Estatura (cm) 166,00 + 6,09 156,43 £ 7,34 163,09 £ 7,76 0,008£
IMC (kg . m-2) 27,50 £ 3,95 27,43 + 395 27,48 + 3,86 0,840£
CA (cm) 9975+9,89 96,33 + 11,64 98,82 + 10,22 0,318
CQ (cm) 98,44 £ 6,85 100,50 + 10,21 99,00+ 7,70 0912¢
Origem da DRC (%) 0,9301%
Diabética e hipertensiva 2(125) 1(14,3) 3(13,2) -
Hipertensiva 2(125) 1(14,3) 3(13,2) -
Diabética 1(6,3) 1(14,3) 2(8,7) -
Litiase 1(6,3) 0(0) 1(4,3) -
Diabética obstrutiva 2(12,5) 0(0) 2(8,7) -
Obstrutiva 1(6,3) 0(0) 1(4,3) -
Glomerulonefrite 1(6,3) 1(14,3) 2(8,7) -
Sindrome nefrotica 1(6,3) 0(0) 1(4,3) -
Bexiga neurogénica 1(6,3) 0(0) 1(4,3) -
Doenca policistica do adulto 0(0) 1(14,3) 1(4,3) -
Nefroesclerose hipertensiva 4(24,7) 1(14,3) 5(21,7) -
Rins policisticos 0(0) 1(14,3) 1(4,3) -
FRCv n (%)
Sedentarismo 15(93,8) 6 (85,7) 21 (91,3) 0,526%
DM 6 (37,5) 2(28,6) 8 (34,8) 1,000%
Tabagismo 1(6,3) 0(0) 1(4,3) 0,101%
Etilismo 1(6,3) 0(0) 1(4,3) 0,5661
HAS 13 (81,3) 6(85,7) 19 (82,6) 1,0001
HAS = Hipertensao Arterial Sistémica; DM = Diabetes Mellitus; FRCv = Fatores de Risco Cardiovasculares;
CA = Circunferéncia Abdominal; CQ = Circunferéncia do Quadril;IMC = Indice de Massa Corporal; 1 = Teste
Exato de Fischer; £ = Teste U - Mann Whitney; * = p < 0,05, estatisticamente significativo
Tabela 2 - Hemoglobina, hematdcrito, creatinina, ureia, glicose e VO pico de ambos os sexos
Masculino Feminino Total P
Hemoglobina (g/dL) 954+172 994 + 1,06 966+ 1,54 0,738£
Hematocrito (%) 2934 +5,08 31,86+3,08 30,09 + 464 0,270£
Creatinina (mg/dL) 910+ 267 867175 896+ 238 0,805£
Ureia (mg/dL) 160,63 + 45,06 160,43 + 39,97 160,57 + 42 67 0,789£
Glicose (mg/dL) 95,50 + 27,92 78,07 + 26,25 90,20 + 28,05 0,442¢
VO, ax (€mH,0) 18,59 £ 5,87 16,90+ 5,28 18,05+ 5,60 0,568£

£ = Teste U - Mann Whitney

Tabela 3 - Correlagéo entre a creatinina com a hemoglobina, hematdcrito e ureia e correlagdo
entre a glicose com a creatinina, hemoglobina e ureia

Creatinina(r/p) Glicose(r/p) VOyax (7P)
Creatinina (mg/dL) 0/0 0,045/ 0,842 -
Hemoglobina (g/dL) -0,316/0,153 -0,013/0,953 0,017/ 0,946
Hematocrito (%) -0,351/0,110 - 0,226/0,353
Ureia (mg/dL) 0,588/0,004" 0,101/ 0,647 -

r = Correlagao de Spearman; * = p < 0,05, estatisticamente significativo
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DISCUSSAO

Dos 23 pacientes avaliados, a maioria era do sexo
masculino. O predominio do sexo masculino na populacéo
do estudo é semelhante aos resultados encontrados no
Censo de 2004, no qual 57,7% das pessoas, em hemo-
dialise eram do sexo masculino. Quanto a faixa etaria,
prevaleceu a idade acima dos 50 anos, como relatado no
estudo de Ribeiro.®® Segundo Chaves,®® ha uma preva-
Iéncia de pacientes hemodialiticos na faixa etaria superior
aos 50 anos, devido aos efeitos debilitantes da idade e de
outras comorbidades associadas.

Na analise da média das variaveis antropométricas,
peso, estatura, IMC, CA e CQ, o sexo masculino apresentou
maior peso, estatura e CA, comparado ao feminino. Todavia,
o IMC apresentou valores similares e ambos 0s sexos foram
classificados como sobrepeso. Na avaliacdo destes resul-
tados, observou-se que, dentro da populacdo estudada, as
pacientes do sexo feminino apresentam-se com um melhor
quadro no que diz respeito as variaveis antropométricas.
Importa ressaltar que o acimulo de gordura visceral € sem-
pre associado a complica¢gBes cardiovasculares, sendo o
sexo masculino o de maior risco. Em geral, a prevaléncia de
obesidade vem aumentando na populagdo com doenca renal
cronica.“” De modo geral, valores indicativos de sobrepeso
e obesidade avaliados pelo IMC estdo presentes em cerca
de 50% a 60% dos pacientes, na fase ndo dialitica, e 40% a
60% dos pacientes, em didlise peritoneal, e, em uma menor
proporcao, nos pacientes em hemodidlise (20% a 30%).®
Um estudo, incluindo 1.669 pacientes, na fase ndo dialitica,
relatou que, enquanto o IMC elevado se mostrava protetor,
valores elevados da razdo cintura/quadril estavam asso-
ciados com um maior risco de eventos cardiovasculares,
num periodo de dez anos.®?

Ha vérios anos, a presenca de comorbidades é consi-
derada a mais importante determinante de sobrevida e
morbidade em pacientes com insuficiéncia renal crénica em
hemodialise.?>?? Neste estudo, em relacdo as patologias,
21,7% dos avaliados apresentavam nefroesclerose hiper-
tensiva, 13,2% eram hipertensos e 8,7% eram diabéticos.
Analisando-se a doenca de base, observou-se, no estudo
de Ribeiro et al.,® Biavo et al.?® e Pereira et al.?% e dados
nacionais,® que a nefroesclerose apresentava-se como a
principal doenca prévia, seguida pela DM. Além disso, outras
doencas crbnicas nado transmissiveis, como a HAS, tém sido
consideradas tanto como predisponentes ao quadro de
nefropatia quanto como um fator de risco/agravamento no
quadro dos pacientes em hemodialise. %0

Conforme a Tabela 2, o presente estudo evidenciou
que existe uma forte relacdo entre a DRC e a anemia, tendo
em vista todos os pacientes estudados apresentarem
anemia. O fato dos homens possuirem as menores médias
hemoglobinicas/hematdcrito e apresentarem as maiores
médias de creatinina, comprova que o processo de insu-
ficiéncia renal crdnica provoca anemia ha mesma propor¢ao
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em que os rins vao perdendo sua fungdo. Além disso, a
avaliacdo hematoldgica associada as variaveis antropo-
métricas demonstraram que a populagdo masculina ava-
liada apresenta maior peso e CA, associadas a um quadro
anémico mais grave quando comparado ao sexo feminino.
Observou-se, também, que a média de glicose foi maior no
sexo masculino, assim como a creatinina, porém, sem
diferenca estatisticamente significativa. Segundo Stein, Eick
& Irigoyen®V e Passos, Barreto & Lima-Costa,®? os homens
decrescem mais rapidamente a funcéo renal do que as
mulheres, devido a iniUmeros fatores, tais como aspectos
antropométricos, estilo de vida, quadro de hipertensédo e
valores normalmente mais altos de creatinina, glicose e
ureia.®3 Neste estudo, ndo houve diferenca estatistica,
mas cabe ressaltar que glicose e creatinina apresentaram-
se mais elevadas no sexo masculino.

ATabela 2 mostra, ainda, que os pacientes deste estudo
apresentaram VOzpico inferior a 20 ml/kg/min. Estudos como
o de Coelho et al.,®® realizados em criancas e jovens com
DRC, também mostraram valores inferiores a 20 ml/kg/min.
Sietsema et al.®® concluiram que valores de VO, ., maiores
de 17,5 ml/kg/min sdo preditores fortes e importantes de
sobrevida de pacientes com DRC, demonstrando que a
avaliacdo da capacidade de exercicio é essencial no acom-
panhamento dos individuos com DRC. A tolerancia aos
exercicios, medida pelo consumo de oxigénio, obtida nos
pacientes urémicos, tem sido muito inferior a esperada nos
individuos sedentarios normais, isto porque pacientes com
doenca renal cronica, em programa de hemodialise, tém
incapacidade fisica que lhes limita o desempenho de
atividades diaria.®":3)

O principal achado deste estudo situa-se no fato de
que todos os pacientes em tratamento hemodialitico apre-
sentaram anemia. Isto pode ser explicado porque a DRC é
uma situacao inflamatéria que interfere na sintese e agéo
de eritropoetina, cursando com a elevacéo sérica de inime-
ros marcadores de inflamag&o, como, por exemplo, a pro-
teina C reativa, haptoglobina, 1-glicoproteina-acida e diver-
sas interleucinas pro-inflamatorias.®® Este quadro tem um
efeito antiapoptético nas células precursoras de hemacias,
na medula 6ssea, por inibir as vias das caspases e as
interleucinas proé-inflamatdrias, que conduzem essas célu-
las a morte, promovendo uma reducdo no nimero de
eritrocitos circulantes e, consequentemente, gerando
anemia.“0)

Segundo as Diretrizes Brasileiras para Doenca Renal
Cronica® e a National Kidney Foundation,“? a anemia parece
contribuir para a piora do processo de fibrose tubulo-
intersticial das nefropatias cronicas, através do estresse
oxidativo e da hipdxia, fazendo com que o potencial
antioxidante do sangue diminua na vigéncia de espécies
reativas de oxigénio, acarretando efeitos deletérios as células
tubulares.®

A anemia, sendo uma grave consequéncia na insufi-
ciéncia renal crbnica, causada, principalmente, pela producdo
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insuficiente de eritropoetina, é classificada em normocitica
e normocrdomica. Ela provoca incapacidade fisica e mental
e é responsavel pela redugdo da sobrevida e da qualidade
de vida dos pacientes. A anemia estigmatiza o paciente com
doenca renal cronica, pois produz palidez cutanea, trans-
mitindo um aspecto de enfermidade aos individuos, preju-
dicando a sua insergdo social.?®

Observando a Tabela 3, é possivel evidenciar que nao
houve correlagdo da hemoglobina com a creatinina, dife-
rentemente do estudo de Canzianl et al.,*® onde as mes-
mas se correlacionaram. Pode-se observar que os valores
do hematdcrito também nao foram significativos com a
creatinina. Arelacéo de creatinina com ureia foi significativa,
ja que, quando ocorre uma elevacao da creatinina, observa-
se que a ureia também aumenta.

Na Tabela 3, os dados de correlacdo entre glicose e
creatinina ndo se mostraram estatisticamente significativos.
O mesmo observou-se em relacdo a hemoglobina e a ureia.
Segundo Coresh et al.,*» Levin,®® Crook, Washington &
Flack“® e Brown et al.,“” a DRC pode cursar de forma
assintomatica e a creatinina sérica elevada € comum, mas
raramente descrita para segmentos populacionais de néo
hipertensos, ndo diabéticos e sem disfuncéo renal, o que
ndo significa auséncia de patologia associada. No estudo
de Lessa,“® realizado em Salvador, observou-se uma asso-
ciacdo positiva, mas néo significativa, entre diabetes e
creatinina elevada.

Na doenga renal cronica, a perda dos glébulos verme-
Ihos pode ser ocasionada pela hemdlise, a qual pode
originar uma grave anemia, que apresentara uma relacéo
forte com a patologia de base, a DRC. Dessa forma, quanto
maior a disfuncdo renal, maior a deficiéncia na producéo
de eritropoetina, aumento da hipoproliferacao dos eritrocitos
e, consequentemente, da anemia. Estudos anteriores
mostram que os niveis de eritropoetina séo elevados em
pacientes anémicos urémicos; isso se deve ao compro-
metimento da fungdo do néfron, principal componente do
rim, responsavel pela secrecao da mesma.“?

O estudo de Madore et al.®% mostra que a causa de
anemia em pacientes em hemodialise € complexo e multi-
fatorial. Mesmo sabendo que na anemia é predominante a
falta de producéo de eritropoetina, pelo rim doente, identi-
ficaram-se outros importantes fatores que devem ser leva-
dos em consideracdo, como a desnutricdo proteico-ener-
gética, deficiéncia de ferro e a propria hemodialise, que
merecem atencdo devido ao seu impacto potencial sobre a
anemia.

A anemia tem um impacto significativo na sobrevida
dos pacientes, embora de menor magnitude estatistica do
gue outros fatores de morte, tais como as concentracées
séricas de albumina e de creatinina e da dose administrada
de hemodialise.®V

Portanto, a corre¢cdo da anemia pode ser um meio
relativamente simples de melhorar a probabilidade de
sobrevida para pacientes em didlise.
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CONCLUSAO

Por sua incidéncia e prevaléncia, a doenga renal crénica
vem aumentando progressivamente a cada ano, apresen-
tando altas taxas de morbidade e mortalidade. Nas anélises
realizadas avaliaram-se os marcadores bioquimicos que
auxiliam na detecc@o da doenca renal crbnica e sua moni-
torizagdo. Através dos valores encontrados e comparados
com os valores dados como de referéncia, obteve-se uma
representacdo de que os numeros encontrados nos pa-
cientes renais cronicos sdo, na maioria das vezes, elevados,
e, em alguns casos, mostraram-se exorbitantes.

A anemia manifestou-se presente na totalidade dos
pacientes portadores da doenca renal crdnica, sendo uma
das manifestagcdes mais frequentes nesses pacientes,
devido a deficiéncia de producdo da eritropoetina, como
causa principal da prépria disfungédo renal. Uma maior
atencdo deve ser dada na correcdo dessa condi¢do, visto
gue alguns estudos sugerem que a corre¢do da anemia
pode diminuir a velocidade de progressdao da DRC, além
do impacto inquestionavel na condigdo cardiovascular
desses individuos.

As intervencg8es para diminuir ou reverter a progressao
da doenca renal e prevenir a ocorréncia de falhas da funcao
do 6rgédo terdo maior eficiéncia se forem mais implementa-
das precocemente. E sempre oportuno ressaltar que o
sucesso terapéutico da doenga primaria também é muito
importante, na prevencdo da faléncia renal.

Abstract

Objective: To evaluate the changes in laboratory tests and functional
capacity in patients with chronic kidney disease (CKD) undergoing
hemodialysis. Methods: For the evaluation of patients were collected
personal data, risk factors history and comorbidities associated
with CKD, as well as time and frequency on hemodialysis, besides
the results of laboratory tests and functional capacity. Results: 21,7%
of the 23 patients studied had a nephrosclerosis as the main cause
of CKD,. The sedentary was presented as the main risk factor. All
patients had changes in laboratory test results and functional
capacity, and anemia manifested in all studied patients. The
significant association between creatinine and urea was observed.
Conclusion: Thus became evident impairment of body homeostasis
as well as physical ability in CKD patients on hemodialysis.
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Anemia; Laboratory tests; Renal dialysis; Chronic kidney disease

REFERENCIAS

1. Xue JL, Ma JZ, Louis TA, Collins AJ. Forecast of the number of
patients with end-stage renal disease in the United States to the
year 2010. J Am Soc Nephrol. 2001;12(12):2753-8.

2. Sociedade Brasileira de Nefrologia. Insuficiéncia renal cronica.
2008. Disponivel em: <http://www.sbn.org.br>. Acesso em: 25
de abril de 2012.

3. Cunha MS, et al. Avaliagé@o da capacidade funcional e da quali-
dade de vida em pacientes renais cronicos submetidos a
tratamento hemodialitico. Fisioterapia e Pesquisa. 2009;16 (12):
155-60.

RBAC. 2014;46(1-4):30-6



Avaliacéo laboratorial em pacientes com doenca renal cronica submetidos a hemodidlise

4.

Draczevski L & Teixeira LM. Avaliagdo do perfil bioquimico e
parametros hematoldgicos em pacientes submetidos a hemodidlise.
Revista Salde e Pesquisa. 2011;4(1):15-22.

5. Abensur H. Anemia da doenca renal cronica: diretrizes brasileiras

6.

10.

11.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

de doenca renal cronica. J Bras Nefrol. 2004;26(3):26-8.

Gouva C, Nikolopoulos P, loannidis JP, Siamopoulos KC. Treating
anemia early in renal failure patients slows the decline of renal
function: a randomized controlled trial. Kidney Int. 2004;66(92):
753-60.

. Rossert JA, McClellan WM, Roger SD, Verbeelen DL, H6rl WH.

Contribution of anaemia to progression of renal disease: a debate.
Nephrol Dial Transplant. 2002;17 Suppl 1:60-6.

. Deferrari R. Suplementacdo de ferro em pacientes com

insuficiéncia renal crénica em hemodialise: um ensaio clinico.
Revista do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. 2002;20
(3):202-12.

. Bastos MG. Anemia e progresséo da doenga renal crénica. J Bras

Nefrol. 2006;28(3 Supl. 2):S18-21.

Duh MS, Weiner JR, White LA, Lefebvre P, Greenberg PE.
Management of anaemia: a critical and systematic review of the
cost effectiveness of erythropoiesis-stimulating agents.
Pharmacoeconomics.2008;26(2):99-120.

Ministério da Saude. Portaria SAS/MS n° 226, de 10 de maio de
2010. Aprova o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas da
anemia na insuficiéncia renal crénica. Diario Oficial da Unido, 28
ago. 2010.

. Ammirati AL, et al. Variagées nos niveis de hemoglobina de

pacientes em hemodidlise tratados com eritropoetina: uma
experiéncia brasileira. Rev Assoc Med Bras. 2010;56:209-
13.

Locatelli F, Pisoni RL, Combe C, Bommer J, Andreucci VE, Piera
L, et al. Anaemia in haemodialysis patients of five European
countries: association with morbidity and mortality in the Dialysis
Outcomes and Practice Patterns Study (DOPPS). Nephrol Dial
Transplant. 2004;19(1):121-32. Erratum in Nephrol Dial
Transplant. 2004;19(6): 1666.

Bastos MG, et al. Doenca renal crénica: problemas e solugdes. J
Bras Nefrol. 2004;26:202-15.

Ribeiro RCHM, et al. - Caracterizagéo e etiologia da insuficiéncia
renal cronica em unidade de nefrologia do interior do estado
de Sao Paulo. Acta Paul Enferm, 21(Numero Especial). 2008;
207-11.

Chaves LDP, et al. Estudo da sobrevida de pacientes submetidos
a hemodidlise e estimativa de gastos no municipio de Ribeirdo
Preto - SP. Rev Esc Enferm. 2002;36(2):193-9.

Kramer HJ, Saranathan A, Luke A, Durazo-Arvizu RA, Guichan C,
Hou S, et al. Increasing body mass index and obesity in the incident
ESRD population. J Am Soc Nephrol. 2006;17(5):1453-9.

Cuppari L & Kamimura MA. Avaliacé@o nutricional na doencga renal
cronica: desafios na pratica clinica. J Bras Nefrol. 2009;31(Supl.
1):28-35.

Elsayed EF, Tighiouart H, Weiner DE, Griffith J, Salem D, Levey
AS, et al. Waist-to-hip ratio and body mass index as risk factors
for cardiovascular events in CKD. Am J Kidney Dis. 2008;52(1):
49-57.

Locatelli F, Del Vecchio L, Manzoni C. Morbidity and mortality on
maintenance haemodialysis. Nephron. 1998;80(4):380-400.
Beddhu S, Bruns FJ, Saul M, Seddon P, Zeidel ML. A simple
comorbidity scale predicts clinical outcomes and costs in dialysis
patients. Am J Med. 2000;108(8):609-13.

Davies SJ, Phillips L, Naish PF, Russell GI. Quantifying comorbidity

in peritoneal dialysis patients and its relationship to other predictors
of survival. Nephrol Dial Transplant. 2002;17(6):1085-92.

RBAC. 2014;46(1-4):30-6

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Biavo BMM, et al. Aspectos nutricionais e epidemiolégicos de
pacientes com doencga renal crdnica submetidos a tratamento
hemodialitico no Brasil. J Bras Nefrol. 2012;34(3):206-15.

Pereira AC, et al. Associacéo entre fatores de riscos clinicos e
laboratoriais e progressdo da doenga renal cronica pré-dialitica.
J Bras Nefrol. 2012;34(1):68-75.

Romao Janior JE. Doenca renal cronica: definicdo, epidemiologia
e classificac@o. J Bras Nefrol. 2004;26:1-3.

Dasgupta |, Madeley RJ, Pringle MA, Savill J, Burden RP.
Management of hypertension in patients developing end-stage
renal failure. QIM. 1999;92(9):519-25.

Motta TV. Bioquimica clinica para laboratério: principios e
interpretag@es. 4. ed. Ed. Robe, 2003. 262p.

Pinheiro M E & Alves CMP. Hipertensao arterial na diélise e no
transplante renal. J Bras Nefrol. 2003;25(3):142-8.

Thomé FS. et al. Doenca renal crbnica. In: Barros E, et al.
Nefrologia: rotinas, diagndstico e tratamento. 3a. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2007. cap. 24. p. 381-404.

Barreto ACP, Santello JL. Manual de hipertensao: entre a evidéncia
e a pratica clinica. Sdo Paulo: Lemos Editorial, 2002. cap. 9. p.
137-9.

Stein AC, Eick R & Irigoyen MC. HAS e insuficiéncia renal em
mulheres: a evolugédo é diferente dos homens? Revista da
Sociedade de Cardiologia do Rio Grande do Sul, 15:1-4, 2008.

Passos VM, Barreto SM. Lima-Costa MF. Detection of renal
dysfunction based on serum creatinine levels in a Brazilian
community: the Bambui health and ageing study. Braz J Med Biol.
2003;36:393-401.

Jones CA, McQuillan GM, Kusek JW, Eberhardt MS, Herman WH,
Coresh J, et al. Serum creatinine levels in the US population:
third National Health and Nutrition Examination Survey. Am J
Kidney Dis. 1998;32(6):992-9.

Fried LF, Shlipak MG, Crump C, Bleyer AJ, Gottdiener JS,
Kronmal RA, et al. Renal insufficiency as a predictor of
cardiovascular outcomes and mortality in elderly individuals. J
Am Coll Cardiol. 2003;41(8):1364-72.

Coelho CC et al. Repercussdes da insuficiéncia renal cronica
na capacidade de exercicio, estado nutricional, funcédo
pulmonar e musculatura respiratéria de criancas e
adolescentes. Rev Bras Fisioter. 2008,12(1):1-6.

Sietsema KE, Amato A, Adler SG, Brass EP. Exercise capacity
as a predictor of survival among ambulatory patients with end-
stage renal disease. Kidney Int. 2004;65(2):719-2.

Gutman RA, Stead WW, Robinson RR. Physical activity and
employment status of patients on maintenance dialysis. N Engl
J Med. 1981;304(6):309-13.

Sagiv M, Rudoy J, Rotstein A, Fisher N, Ben-Ari J. Exercise
tolerance of end-stage renal disease patients. Nephron. 1991;
57(4):424-7.

Weiss G, Goodnough LT. Anemia of chronic disease. N Engl J
Med. 2005;352(10):1011-23.

De Maria R, Zeuner A, Eramo A, Domenichelli C, Bonci D, Grignani
F, et al. Negative regulation of erythropoiesis by caspase-
mediated cleavage of GATA-1. Nature. 1999;401 (6752):489-
93.

Diretrizes Brasileiras para Doenca Renal Cronica. J Bras Nefrol.
2004;26(Supl. 1):1-87.

National Kidney Foundation. K/DOQI clinical practice
guidelines for chronic kidney disease: evaluation,
classification, and stratification. Am J Kidney Dis. 2002;39(2
Suppl 1):S1-266.

Canziani MEF. et al. Deficiéncia de ferro e anemia na doenca
renal cronica. J Bras Nefrol. 2006;28(2):86-90.

35



Fronza BS, Winkelmann ER, Schneider J, Frizzo MN

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

36

Coresh J, Wei GL, McQuillan G, Brancati FL, Levey AS, Jones C, et
al. Prevalence of high blood pressure and elevated serum creatinine
level in the United States: findings from the third National Health
and Nutrition Examination Survey (1988-1994). Arch Intern Med.
2001;161(9):1207-16.

Levin A. Identification of patients and risk factors in chronic kidney
disease: evaluatting risk factors and therapeutic strategies.
Nephrol Dial Transplant. 2001;16 Suppl 7:57-60.

Crook ED, Washington DO, Flack JM. Screening and prevention
of chronic kidney disease. J Natl Med Assoc. 2002;94(8
Suppl):55S-62S.

Brown WW, Peters RM, Ohmit SE, Keane WF, Collins A, Chen SC,
et al. Early detection of kidney disease in communnity settings: the
Kidney Early Evaluation Program (KEEP). Am J Kidney Dis. 2003
Jul;42(1):22-35.

Lessa I. Niveis séricos de creatinina: hipercreatininemia em
segmento da populacdo adulta de Salvador, Brasil. Brasil. Rev.
bras. epidemiol. [online]. 2004;7(2):176-86.

Radtke HW, Claussner A, Erbes PM, Scheuermann EH, Schoeppe
W, Koch KM. Serum erythropoietin concentration in chronic renal
failure: relationship to degree of anemia and excretory renal
function. Blood. 1979;54(4):877-84.

Madore F, Lowrie EG, Brugnara C, Lew NL, Lazarus JM, Bridges
K, et al. Anemia in hemodialysis patients: variables effecting the
outcome predictor. J Am Soc Nephrol. 1997;8(12):1921-9.

Lowrie E, Lew N. Death risk in hemodialysis patients: the predictive
value of commonly measured variables and an evaluation of death
rate differences between facilities. Am J Kidney Dis. 1990;15(5):
458-82.

Correspondéncia

Eliane Roseli Winkelmann

Departamento de Ciéncias da Vida-DCVida
Universidade Regional do Noroeste do Estado do
Rio Grande do Sul — UNIJUI

Rua do Comércio, n° 3000, Bairro Universitario
98700-000 — ljui, RS

e-mail: elianew@unijui.edu.br

RBAC. 2014;46(1-4):30-6



Artigo Original/Original Article

Avaliac&do da qualidade do DNA obtido de amostras preservadas em

parafina

Quality evaluation of DNA from samples preserved in paraffin

Diego Marques da Costa Santos*
Ananilia Medeiros Gomes da Silva*
Caroline Nébrega Bernardino*
Anatélia Ribeiro*

Bruna Lima de Oliveira®

Isabelle Cristina Clemente dos Santos*
Jéssica Cavalcante dos Santos*
Jéssica Nayara Goées de Araujo?
André Ducati Luchessi®*

Vivian Nogueira Silbiger3#

INTRODUGAO

Resumo

A obtencdo de um material genético integro e com concentragdes satisfatérias para a
amplificacdo de uma determinada sequéncia sdo os principais desafios para o
processamento de amostras de tecido preservados em parafina. O presente estudo
teve como objetivo comparar trés diferentes protocolos de extragdo de DNA que tém em
comum entre si o0 principio de extragdo por silica-gel. Vinte e sete amostras de tecidos
tireoidianos preservados em parafina foram processadas por meio de cortes em triplicata
de 20 pm. O método A utilizou trés horas na etapa de digestdo do tecido, os métodos B
e C utilizaram 16 horas para a digestdo, sendo que o ultimo utilizou diferentes solventes
para reidratar o tecido e solugéo de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, para purificacéo.
Todos os métodos utilizaram em comum o conjunto de reagentes QlAamp DNA mini Kit.
Na comparacgdo entre as concentracdes obtidas de DNA, o método B apresentou
maior média (3,7 ng/uL); j& o método A obteve valor médio de 1,2 ng/uL e o método C,
de 0,7 ng/uL. Todos os protocolos obtiveram valores da relagdo 260/280 e 260/230
fora dos valores de referéncia esperado, evidenciando uma perda na qualidade do DNA
extraido. O resultado da integridade do DNA, por meio da eletroforese em gel de agarose,
também demonstrou o alto grau de degradagdo de todos os métodos analisados.
Entretanto, foi possivel realizar a genotipagem do polimorfismo 174G>C do gene da
interleucina 6 em 100% das amostras testadas, para o método C, e 66%, para o método
A e B. O método C foi o mais reprodutivo para genotipagem, apesar do maior custo e
tempo de processamento, sendo este 0 método mais indicado para a implementagao na
rotina laboratorial de biologia molecular para amostras preservadas em parafina.

Palavras-chave
Preservagao em parafina; Biologia molecular; DNA; PCR

ram de ser utilizadas unicamente ao nivel de pesquisa e
passaram a ser aplicadas na rotina do diagndstico labora-

Os tecidos fixados em formalina e embebidos na
parafina trouxeram para a citopatologia uma significante
inovacéo no diagndstico, no tratamento e no prognéstico de
doencas.®?

O arquivamento de espécimes de tecido parafinado
tem como principal vantagem a conservagdo da morfologia,
por longos periodos, possibilitando a realizagdo de inUmeros
estudos retrospectivos,**% como é o caso de infec¢bes
causadas pelo HPV,® de infec¢des flngicas®” e até mesmo
para estudos oncoldgicos.

Devido ao enorme progresso na patologia molecular,
durante a Ultima década, as técnicas moleculares deixa-

torial.®

Um grande desafio para a extracdo do DNA de tecidos
embebidos em parafina e fixados em formalina é a obtencéo
de um material de boa qualidade para a realizacdo da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR). Em geral, o material gené-
tico obtido é escasso e degradado. Muitas vezes contém
vestigios de substancias que inibem a reagdo de ampli-
ficacdo, tais como a formalina, ou que inibem a proteinase K,
usada durante o processo de obtengdo do material genético,
tal como o xileno.®89

A ligacéo entre as proteinas e as bases de nucleotideos
é um dos fatores que impossibilita a amplificacdo de um
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determinado gene, devido a utilizacdo da formalina na fixa-
¢ao.® Isto ocorre em fungéo de uma série de reacdes eletro-
filicas e catiofilicas decorrentes da presenca da formalina.®34

O aumento da degradacdo do DNA, durante o arma-
zenamento, ocorre quando nao ha controle do pH da formalina
a 10%.+19 |sto acontece devido as reagdes consecutivas de
troca de elétrons, o que resulta na quebra da ligacédo fosfo-
diester e, por consequéncia, na quebra da fita do DNA.®

Além das variantes presentes durante o processo de
preparo do bloco, que pode vir a interferir na qualidade do
DNA, ha variabilidades histopatologicas presentes em cada
tecido a ser extraido, o que pode determinar as peculiaridades
dos métodos e a necessidade de padronizacdo dos proto-
colos.®@

Desta forma, este estudo se propds a comparar trés
diferentes protocolos de obtencdo de DNA, a partir de tecido
parafinado, que utilizam o conjunto de reagentes da QlAamp
DNA mini Kit (Qiagen® Biotecnologia Brasil Ltda. Sao
Paulo,Brasil), através da extragdo por silica-gel, para avaliar
qual o melhor método de obtengdo do material genético de
amostras de pacientes com céancer de tireoide, uma
neoplasia de elevada frequéncia no Brasil e no mundo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na unidade "Hospital Dr. Luiz
Anténio" da Liga Norte-Riograndense Contra o Cancer
(LNRCC), situado na cidade de Natal, Rio Grande do
Norte.

Para este estudo, foram obtidos tecidos tireoidianos
emblocados em parafina de 27 pacientes do acervo de blocos
da LNRCC, no periodo de 2003 a 2011, que foram previa-
mente fixados com formalina a 10% e tiveram o diagndstico
de neoplasia tireoidiana confirmada por histopatologia. Uma
vez confirmado o diagnéstico do paciente, foram selecio-
nados apenas os blocos que apresentavam auséncia de
lesdo, para a realizagdo do presente estudo.

Foram realizados cortes histolégicos em triplicata
biolégica, confeccionando-se blocos de 20 um que
possuiam apenas tecido tireoidiano com auséncia de
neoplasia, através de microtomo rotativo semiautomatico
(modelo YD-335, Sdo Paulo, Brasil) e armazenados em
tubos do tipo eppendorf estéril.

A fim de evitar contaminag&o entre as amostras, foi
utilizada uma navalha descartavel de Alto Perfil (modelo 818,
marca Leica, Alemanha), para executar cortes histolégicos
nos blocos de cada paciente.

Para cada amostra, foi atribuido um cédigo para a
preservacdo do anonimato durante o processamento do
material biolégico e elaboragdo dos dados estatisticos. A
amostra coletada foi armazenada em temperatura am-
biente até a extracdo do material genético no Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN).

38

Neste estudo, foram escolhidos trés protocolos que
utilizavam o conjunto de reagentes da QlAamp DNA mini Kit,
com suas adaptacdes para extracdo de DNA de tecidos
emblocados em parafina previamente fixados com formalina
a 10%: Simonato e Miyahara;*? Prince et al.;*® Farrugia et
al.® Estes trabalhos foram denominados como A, B e C,
respectivamente. As extracdes foram executadas em tripli-
catas, isto €, em trés dias diferentes, sendo que em cada dia
utilizaram-se amostras de trés pacientes em triplicata.

O protocolo A utilizava duas lavagens com 1.000 pl de
xilol e, posteriormente, mais duas lavagens de 1.000 pl de
etanol absoluto do sedimento para a remocao da parafina
do tecido. Entre cada troca de solvente foi realizada uma
homogeneizagdo em agitador tipo vortex, por 15 segundos,
e uma centrifugacéo, a 14.000 rpm, por 5 minutos. Ao final
destes procedimentos, o microtubo foi submetido a uma
centrifugacdo a 14.000 rpm, por 5 minutos, e teve o sobre-
nadante descartado. Os tubos foram incubados em banho-
maria, a 37°C, durante 15 minutos, com as tampas abertas,
com objetivo de evaporar o etanol remanescente. Apos remo-
¢do da parafina, foram seguidas as recomendacdes do
fabricante para o conjunto de reagentes da QlAamp DNA
mini Kit, alterando apenas o tempo de incubacéo do tecido
com 20 pL da proteinase K (20 mg/mL) [Qiagen® Biotec-
nologia Brasil Ltda. Sdo Paulo, Brasil], durante 3 horas, a
56°C, com uma breve homogenizacéo, a cada hora, e a etapa
de eluicdo.

O protocolo B seguiu os mesmos procedimentos
descritos no protocolo A para a retirada da parafina do tecido,
diferenciando-se exclusivamente no tempo de incubac¢éo do
tecido com proteinase K, por 16 horas, a 56°C.

Por fim, o protocolo C, cuja remocdo da parafina dos
cortes histoldgicos foi realizada através de duas lavagens
com 1.000 pl de xilol, incubando-se o tecido a temperatura
ambiente, por 10 minutos, apds a aplicagdo deste solvente.
O material foi submetido a diferentes concentracdes de alcool,
inicialmente com etanol absoluto, a 95% e a 70%, e duas
lavagens com agua. As amostras foram reidratadas com uma
solucdo de Tris/EDTA (Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7.,5) e
incubadas, por 5 minutos, a temperatura ambiente. Foi
adicionada uma solucdo tampao de Tris (Tris 10 mM, pH
7,5) por 20 horas, a 58°C. Foram utilizados 1.000 pL destes
solventes e, na troca de cada solvente, foi realizada uma
centrifugagao a 14.000 rpm por 5 minutos. Apos remogao da
parafina, o tecido sofreu o processo de digestdo com 20 pL
de proteinase K, por 16 horas, a 56°C. Em seguida, foram
adicionados 1.000 pL do fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(v:viv, 25:24:1), homogeneizado vigorosamente, por 15 se-
gundos, e procedida uma centrifugagdo de 14.000 rpm, por
1 minuto. A fase superior foi retirada e utilizada conforme as
recomendag@es do fabricante, para o conjunto de reagentes
da QlAamp DNA mini Kit, alterando-se apenas a etapa de
eluicédo.

Na etapa de eluicdo do DNA, foram acrescentados
100 pL do tampéo de eluicdo fornecido pelo fabricante nos
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filtros. Apés 10 minutos de incubacéo, a temperatura am-
biente, os microtubos foram centrifugados a 8.000 rpm e o
filtrado foi reaplicado no filtro e incubado, novamente, por 10
minutos, e centrifugado a 8.000 rpm. Esta etapa foi comum a
todos os trés protocolos.

A quantificacdo do DNA obtido foi determinada por
meio do fluorimetro Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen,
Carlsbad, EUA), a fim de se avaliar a concentragdo de
acidos nucleicos ndo degradados. A quantificagcao
realizada no NanoVue Plus™ UV/Visible Spectrophotometer
(GE Healthcare Limited, Little Chalfont, UK) foi deter-
minada por meio da absorbancia dos acidos nucleicos
(260 nm).

A avaliacdo do grau de pureza foi feita através da relagao
260/280 e 260/230, obtidos por meio da absorbancia do
material genético (260 nm), da absorbancia das proteinas
(280 nm) e dos eventuais residuos de solventes organicos
que podem interferir na amplificacdo do material genético
(230 nm). Estes valores foram obtidos pelo equipamento
NanoVue Plus.

A integridade do DNA foi avaliada através da andlise de
eletroforese em gel de agarose a 0,8%, a 100 volts, 60 mA,
no periodo de 20 minutos. O revelador utilizado foi 0 GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in DMSO (Biotium Inc.,
Hayward, CA).

Foram escolhidas amostras aleatdrias que represen-
tavam cada metodologia de extracéo, para submeter a discri-
minacg&o alélica, por meio do sistema de deteccdo de
sondas do tipo TagMan®, pela PCR em tempo real, no
equipamento Applied Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR
System (Life Technologies, California, EUA), a fim de
demonstrar a viabilidade das amostras, para estudos de
genotipagem. Neste intuito, elegeu-se um ensaio disponivel
no laboratério para esta etapa, o polimorfismo da inter-
leucina 6 - 174G>C.

Os iniciadores e sondas foram tracados com o auxilio
do programa Primer Express® Software v 3.0 (Applied
Biosystems, EUA). O iniciador sense e antissense foram,
respectivamente: 5'-ACGACCTAAGCTGCACTTTTCC-3' e
5'- ATTGTGCAATGTGACGTCCTTT-3'. Asonda 1 e 2 foram,
respectivamente: 5-FAM-CTAGTTGTGTCTTGCCATG-MGB-3'
e 5-VIC-TAGTTGTGTCTTGCGATG-MGB-3'. A sonda 1 foi
marcada com o fluoréfero FAM, identificando o alelo selvagem
G. A sonda 2 foi marcada com o fluoréforo VIC, identificando o
alelo mutante C.

O conjunto de reagentes utilizados para a PCR foi o
Applied Biosystems Tagman® Universal Master Mix Il With
UNG (Life Technologies, California. EUA) e foram seguidas
as recomendacdes do fabricante para estas reacdes (Produ-
to da amplificagdo de 67 pares de bases).

Os softwares usados para a elaboracdo do relatorio
técnico foram: Microsoft Office Excel 2000, para o geren-
ciamento do banco de dados, e o Statistical Package for the
Social Science v. 15.0 (SPSS Inc., lllinois, EUA), para a exe-
cucgdo dos calculos estatisticos.
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Antes de se efetuarem os testes de comparacdes das
variaveis continuas, foram avaliados os dados que seguiam
uma distribuicdo normal, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
guando o objetivo foi testar a hipotese de que os dois
protocolos de extracdo tém a mesma distribuicdo. Para
comparacdes entre mais de dois protocolos de extracéo,
aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Foram considerados estatisticamente significantes os
resultados cujos niveis descritivos (p-value) foram infe-
riores a 0,05.

ETICA

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Liga
Norte-Riograndense Contra o Cancer, sob o parecer n° 558
788.

RESULTADOS

Foram obtidas 27 amostras em triplicatas para a ana-
lise, sendo que, destas, 16 foram emblocadas em 2011,
cinco em 2010, uma em 2009, duas em 2008, duas em
2004 e uma em 2003. O Laboratério de Patologia passou a
adotar o controle da solucdo tampéo de formalina a 10% a
partir do ano de 2010. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa ao se compararem os resultados das concen-
tracBes de DNA, entre os anos, independente do protocolo
de extragdo (p=0,05 e p=0,08 para concentracdes obtidas
pelo NanoVue e Qubit, respectivamente, para o teste de
Kruskal-Wallis).

A reprodutibilidade técnica dos protocolos propostos
foi avaliada através das triplicadas biolégicas, em trés dias
diferentes. N&o houve diferencas significativas entre as
médias das concentracdes de DNA de cada dia, para os
resultados obtidos, por espectrofotometro e fluorémetro, para
0 protocolo proposto por Farrugia e colaboradores (p=0,38 e
p=0,51, respectivamente). Esses resultados sdo mostrados
na Tabela 1.

Comparando-se as médias dos parametros de rendi-
mento entre os trés protocolos de extracdo, observou-se que
houve diferencas significativas nas concentracdes de DNA
obtidas pelo NanoVue e Qubit (p<0,001 para o teste de
Kruskal-Wallis, para ambos os resultados de quantificacao).
A Tabela 2 apresenta esses resultados.

O protocolo B obteve maior concentracao de acidos
nucleicos do que o A e o C, ainda que as relagtes 260/280 e
260/230 estejam abaixo do esperado em todos os trés
protocolos, uma vez que consideram-se DNA puro valores
destas relagdes entre 1,8-1,99 e 2.0-2.2, respectivamente. A
baixa qualidade do material extraido pode ser confirmada
através da visualizagdo do gel de integridade na Figura 1.

Apesar da integridade do material genético estar com-
prometida, foi questionado se isto impediria a amplificacdo
de pequenos fragmentos do DNA (67pb) e a deteccdo de
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polimorfismos de um Unico nucleotideo. Neste intuito, foi
selecionada uma amostra aleatéria de cada triplicata técnica,
por protocolo, para serem submetidas a discriminacéo alé-
lica, através do sistema de deteccdo de sondas do tipo
TagMan® pela PCR em tempo real.

Tabela 1 - Avaliacao das concentragdes obtidas das triplicatas
técnicas de acordo com os trés protocolos propostos

Dia NanoVue Qubit

[1ng uL 260/280 260/230 [1ng uL

1 1725+1367 1,4+04 04+02 18408
(26-377) (1,1-24) (0,13-0,72) (0,84 -3,05)

Al 2 12043:+1841 18+06 04:03 1,31+13
(52-457) (1,1-258) (0,18-075) (0,11 -3,56

3 3173:2057 117+01 06+02 04+016
(104-759) (1,02-1,4) (0,3-0,85) (0,22-0,65)

1 3282+1934 117+01 07+02 7.68+6,02
(45-711) (1,05-1,37) (0,31-088) (2,99 -228)

gl 2 2999+1767 121+03 07+0,14 100073

(13,7-568,5) (1,03-1,89) (045-084) (0,29-251)
3 3254%1378 11601 07+£02 239+£233
(955-4775) (106-14) (033-081) (1,1-9,03)

cl 1 483:111,3 15802 07+02 076+033
(7,5-345) (1,1-1,77) (0,45-0,86) (0,38-1,39)
2 147453 143+02 06+011 05703

(9,1-265) (1,06-158) (0,42-0,74) (0,29 - 1,06)
3 1154+3062 144+03 06+02 066+04
(9,9-932) (0,99-177) (0,35-1) (0,22-1,47)

Mota: Dados apresentados em média, desvio padrao e entre parénteses minimo
e maximo. A, protocolo proposto por Simonato e Miyahara '; B, protocolo
proposto por Prience et al '”; C, protocolo proposto por Farrugia et al

As comparagdes entre as médias dos dias por metodologia foram realizadas
através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. |, LES - p-value = 0,04 e
p-value< 0,01 concentragdes obtidas por NanoVue e Qubit, respectivamente;
Il, MEP - p-value = 0,86 e p-value< 0,01 concentragdes obtidas por NanoVue e
Qubit, respectivamente; lll, FKL - p-value = 0,48 e p-value = 0,51 concentrages
obtidas por NanoVue e Qubit, respectivamente.

Tabela 2 - Concentragéo do DNA extraido por metodologia
empregada no presente estudo

NanoVue Qubit
[1ngul MLV 260280 2607230 []ng/uL!lIVIV
A 2034+1908 15%05 05+02 12%1,1
(5,2-759) (1,0-26) (0,1-09)  (0,1-3,6)
" 3178+ 1647 1(1‘201_:105';2) 07£02 37%47
(13,7-711) ol (03-09) (0,3-22,8)
595+ 185,7 1,5¢02 06+02 0703
e (7,5-932) (1,0-1,8) (041,00 (0,2-1,5)

Nota: Dados apresentados em media, desvio padrao e entre parénteses
minimo e maximo. A,- protocolo proposto por Simonato e Miyahara '

B -protocolo proposto por Prience et al'”; C -protocolo proposto por

Farrugia et al . As comparacdes entre as médias foram realizadas através
do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; |, p-value<= 0,011 LES versus
MEP; Il, p-value= 0,002 LES versus MEP; Ill, p-value<0,001 LES versus FKL;
IV, p-value = 0,303LES versus FKL; V, p-value< 0,001 MEP versus FKL

40

11 12 13 14 15 16 17 18

19 20
s d—

Figura 1 - Gel de integridade de DNA do material embocado em
parafinado extraido pelos protocolos A, B e C.

Nota: Amostras 11, 13 e 15, extraidas nos diasl, 2 e 3, respectivamente pelo
protocolo A; amostras 12, 14 e 16, extraidas nos dias 1, 2 e 3, respectivamente
pelo protocolo B; amostras 17, 18 e 19, extraidas nos dias 1, 2 e 3, respectivamente
pelo protocolo proposto por C; amostra 20, DNA integro usado como controle.

Os resultados das amplificacdes expressos em CT
(Cycle Threshold), isto &, o nimero do ciclo em que a absor-
bancia das sondas ultrapassou o limiar de deteccdo. A
variacdo entre o CT da sonda 1 e 2 possibilitou a deter-
minac&o do genotipo das amostras, para o polimorfismo IL6
- 174G>C, expresso na Tabela 3. Somente com o protocolo
C foi possivel realizar a genotipagem em todas as triplicatas
técnicas.

Tabela 3 - Resultado da PCR Real Time das amostras
selecionadas aleatoriamente de acordo com a triplicata técnica de
cada protocolo avaliado.

Dia Amostra CT1 CT2 IL6 - 174G=C
1 I - - -
A 2 Il 30,426 29,729 C/G
3 1 31,584 34,295 ciC
1 v 37,058 - -
B 2 " 28,229 27,435 G/G
3 Vi 31,663 32,189 C/G
1 Vi 34,287 35,842 C/G
Cc 2 Vil 30,091 33,966 ciC
3 IX 29,543 32,513 c/C

Mota: CT1, curva de amplificagao referente a sonda FAM; CT2, curva de
amplificagao referente a sonda VIC; A, protocolo o proposto por Simonato e
Miyahara "“; B, protocolo proposto por Prience et al '”; C, protocolo
proposto por Farrugia et al “; CT1 e CT2, nimero do ciclo em que a
absorbancia da sonda 1 e 2 ultrapassou o limiar de detecgao do aparelho,
representando o alelo G e o alelo C, respectivamente; IL6 - 174 G=C,
polimorfismo no gene da interleucina-6, posigao 174, cuja troca é de uma
guanina por citosina; C/G, paciente heterozigoto; C/C paciente homozigoto
para citosina; G/G paciente homozigoto para guanina.

DISCUSSAO
O numero de trabalhos que utilizam tecido parafinado

para realizar estudos de genotipagem cresce a cada dia e 0
desempenho das técnicas de obtencéo de acidos nucleicos
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em quantidade, pureza e integridade é essencial para a
pratica de biologia molecular.“4 Entretanto, um grande desafio
para a extracdo do DNA de tecidos parafinados e fixados em
formalina a 10% é a obtencdo de um material de boa quali-
dade para a realizacdo da PCR.

Um dos fatores que afetam a qualidade do material
genético é o tipo de fixador e o tempo de fixacdo que o tecido
é submetido, influenciando na preservacdo do DNA e, as
vezes, tornando-o impréprio para a realizacdo de analises
através da PCR, por diminuir a quantidade e o tamanho do
produto a ser amplificado, em comparacdo com tecidos
frescos e congelados.®

Ao se analisarem os dados da concentracdo das
amostras extraidas, relacionando-as com o dia da extragao,
observou-se que ha reprodutividade dos protocolos com
valores da quantificacdo obtido pelo NanoVue. No entanto,
quando se comparou com a concentracao obtida pelo Qubit,
observou-se que ha reprodutividade apenas no protocolo C.

E importante destacar que o NanoVue quantifica o
material genético através da absorbancia, o que permite
detectar os acidos nucleicos presentes, estando sua se-
quéncia génica integra ou nao; contudo, sua leitura pode
sofrer interferéncias de outras moléculas, como proteinas e
solventes organicos com grupos que conferem resso-
nancia.®

O equipamento Qubit utiliza um fluordmetro especifico
para quantificar o DNA, possibilitando que se mensure com
precisdo a quantidade de cada biomolécula, mesmo na
presenca de outras moléculas. Este fluorometro tem baixa
fluorescéncia e, quando interligado entre as bases do DNA
integro, passa a emitir uma intensa fluorescéncia, o que
proporciona valores mais precisos do que aqueles obtidos
por métodos de quantificagdo por absorvancia de UV.®

Os resultados reportados por Simonato e Miyahara®?
mostraram que o rendimento médio das amostras extra-
idas com o QlAamp DNA mini kit® e determinados por
densidade 6ptica em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-
1000 UV-Vis) foi de 67,38 ng/uL, trés vezes menor do que
a média observada nas quantificagGes realizadas pelo
NanoVue, no presente estudo. Esta diferenca se deve a
guantidade de material utilizado e as peculiaridades de
cada tecido utilizado; nesta investigacdo foram coletados
20 um do bloco de tecido tireoidiano parafinado, enquanto
que Simonato e Miyahara? coletaram 25 mg do assoalho
bocal parafinado.

Na avaliagcdo da relacdo 260/280, nenhuma das
amostras permaneceu ha faixa determinada como a ideal,
mas comparando os resultados descritos por Simonato e
Miyahara*® com as amostras extraidas pelo mesmo proto-
colo, no presente trabalho, observou-se uma semelhanca
dos valores obtidos.

Mesmo ndo avaliando a integridade deste material,
Simonato e Miyahara® mostraram que nem todas as amos-
tras utilizadas amplificaram, inviabilizando a genotipagem
de 14,3% das amostras. Apesar do presente estudo nédo ter
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utilizado todas as amostras extraidas por esse método para
a amplificagdo, os resultados obtidos apés a PCR demons-
traram ter uma tendéncia no comportamento das amostras
durante esta técnica, ja que 66% amplificaram.

O estudo feito por Prince et al® mostrou que a
concentracdo do DNA varia com o tipo de tecido e com a
quantidade utilizada para a extracdo. Esses autores obtive-
ram a concentracdo do DNA por densidade Optica, recu-
perando aproximadamente 20 ng/uL, 12 ng/uL e 5 ng/uL,
quando utilizado 1 mm do nédulo linfoide, da préstata e da
laringe, respectivamente. Estas concentrac6es foram 15, 26
e 63 vezes inferiores as obtidas no presente estudo,
demonstrando o impacto do tipo de tecido parafinado utilizado
na concentragdo do material genético.

Prince et al*® relataram, ainda, a impossibilidade de
realizar a amplificacdo de fragmentos maiores do que 240 pb,
no entanto, fragmentos menores do que 146 pb foram amplifi-
cados sem maiores dificuldades. Importante mencionar que,
havendo degradacdo na regido a ser franqueada pelos
iniciadores de escolha, a amplificacdo e genotipagem néo
ocorrera.

O protocolo que apresentou o melhor rendimento na
quantificagdo do DNA, nas condi¢Bes descritas na meto-
dologia deste trabalho, foi o utilizado por Prince et al.*® Este
protocolo teve duragcao média de 20 horas, 13 horas a mais
do que a técnica de extracao relatada por Simonato e
Miyahara;*? o tempo de digestdo do tecido pela proteinase
K foi a principal diferenca segundo o fabricante do kit
(Qiagen);*" para a realizagdo do processo de digestdo, o
tempo pode variar com o tipo de tecido utilizado (3 a 16
horas).

Nos estudos realizados por Farrugia et al.,® foi obtida
a média da concentracdo de DNA com o protocolo em-
pregado (30,104 + 6,676 pg para cada 100 mg de tecido).
Esta média foi obtida através da quantificagdo das amostras
de tecido cardiaco e hepatico, submetidas ao protocolo,
utilizando o Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit
(Applied Biosystems, CA) com o ABI PRISM® 7000
Sequence Detection System.

Comparando-se a média obtida no protocolo de
Farrugia et al.,® pode-se observar que foi 43 vezes mais
alta do que a obtida, no presente trabalho, com o Qubit (0,7
+ 0,3 ng/pL), sugerindo que aquele protocolo exige uma
grande quantidade de tecido para demonstrar um bom
rendimento. Um ponto critico na obtengdo de concentracdes
adequadas de DNA, no protocolo descrito por Farrugia et
al.,@ foram as diversas etapas de troca de solvente. E possivel
que tal procedimento tenha acarretado perda de tecido, o
que resultou em baixa concentracdo de DNA. Outros pontos
desfavoraveis dessa técnica estdo relacionadas ao custo
adicional para se obter a solugdo fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (v/vlv, 25:24:1) e ao tempo médio para a execugao
de todas as etapas (40 horas).

O método de genotipagem adotado por Farrugia et al.®®
foi a PCR-RFLP e, apesar da degradacdo de DNA também
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ter sido observada, foi possivel determinar os gendtipos,
assim como na presente investigagao.

Para se avaliar o grau de pureza, através da relacédo
260/230, o valor considerado ideal ficou entre 2,0 e 2,2. Valores
menores do que estes sdo indicativos de que as amostras
estdo contaminadas com solventes orgéanicos, como xilol, o
que pode interferir na amplificagdo do material genético.®
Todos os métodos ficaram abaixo do valor satisfatorio,
indicando a permanéncia de xilol, mesmo depois de diversas
etapas de lavagem.

CONCLUSAO

O método C foi o que apresentou maior reprodutividade
para genotipagem, apesar do maior custo e tempo de
processamento, sendo este, a partir da comparacgéo feita
neste estudo, o método mais indicado para a implementacéo
na rotina laboratorial de biologia molecular, para amostras
preservadas em parafina.
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Abstract

Obtaining a integrate genetic material with satisfactory
concentrations for amplification of a sequence determines are the
main challenges for processing of tissue samples preserved in
paraffin. This study aimed at comparing three extraction protocols
of DNA which have in common the principle of extraction of silica
gel. Twenty-seven samples of thyroid tissue preserved in paraffin
were processed through cuts in triplicate of 20 um. The method A
used 3-hour to digest the tissue, the methods B and C used 16 hours
to digestion. The last method utilized different solvents to rehydrate
the tissue and solution of phenol-chloroform-alcohol isoamyl for
purification. All methods used in common reagent set QlAamp DNA
Mini Kit. In comparing the concentrations obtained DNA, method B
has showed higher mean (3,7 ng/uL), while method A and C has
obtained average value of 1,2 ng/uL and 0,7 ng/uL, respectively. All
protocols have obtained values of the ratio 260/280 and 260/230 out
for expected reference values, which indicating a loss in quality of
the obtained DNA. The result of DNA integrity by agarose gel
electrophoresis also demonstrated the highest degree of breakdown
of all methods examined. However, it was possible to perform the
genotyping of polymorphism of interleukin 6 gene (174G>C) in 100%
of tested samples to method C and 66% for A and B. The method C
is a method more reproductive for genotyping, although which had
the higher cost and processing time. This is the best method for
implementation in routine molecular biology laboratory for samples
preserved in paraffin.

Keywords
Paraffin preservation; Molecular biology; DNA; PCR
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INTRODUCAO

Os macrolideos e as lincosamidas sdo antimicrobia-

Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de resisténcia constitutiva e induzivel
a clindamicina em pacientes hospitalizados. Foram analisados 63 isolados de diversos
sitios infecciosos de pacientes internados em um hospital privado de Santa Maria - RS,
Brasil. Para determinagdo dos mecanismos de resisténcia foi utilizado o método de
difusdo em disco (D-teste). Foi verificado que trés cepas de Staphylococcus aureus
(4,8%) apresentaram-se positivas no D-teste, ou seja, exibiram resisténcia induzivel a
clindamicina (MLSBI), possivelmente pela presenca do gene erm(A), em microrganismos
dessa espécie. Ademais, foi observado a presenga de resisténcia constitutiva (MLSBc),
em 22 amostras, caracterizando, possivelmente, a presenca do gene erm(B), em Strepto-
coccus sp. e erm(C), em Staphylococcus sp. A prevaléncia do mecanismo de resisténcia
mediado por bomba de efluxo, em 19 amostras, foi caracterizada, provavelmente, pela
presenca do gene mrsA. A introducdo de mudangas, na rotina do laboratdrio, através da
incluséo do D-teste deve ser encorajada. A pesquisa desses mecanismos de resisténcia
sdo de elevada importancia na escolha e eficacia terapéutica, pois representam, na
pratica, uma maior seguranca para 0s pacientes e evitam a troca desnecessaria de
medicacgéo e, consequentemente, a falha terapéutica.

Palavras-chave
Farmacorresisténcia bacteriana; Clindamicina; Eritromicina

fenotipo de MLSB). O fendétipo de MLSB pode ser constitutivo
(MLSBc - onde a enzima metilase € constantemente pro-
duzida), o que, normalmente, é decorrente da expressao do

nos recomendados como opgdo terapéutica nas infecgfes
causadas por cocos Gram-positivos,® especialmente em
individuos alérgicos a penicilina.® A resisténcia a estes far-
macos representa uma crescente preocupagdo devido as
suas altas taxas ao redor do mundo® e dois mecanismos
sdo comuns nesta resisténcia em Staphylococcus sp. e
Streptococcus sp. Primeiro, o gene Erythromycin Ribosome
Methylation (erm) codifica enzimas que metilam uma
adenina na por¢do 23S do RNAr da subunidade 50S do
ribossomo, bloqueando a ligagdo de macrolideos, lincosa-
midas e streptograminas do grupo B (caracterizando o

gene erm (B), em Streptococcus sp., e erm (C), em Staphy-
lococcus sp.® O fenétipo de MLSB também pode ser indu-
zivel, através da eritromicina (ERI) (MLSBI), o que, geral-
mente, ocorre devido a presenca do gene erm (A), em am-
bos os géneros.®” O gene erm (A) codifica um RNAm que
s6 é traduzido na presenca de um indutor como ERI. A
clindamicina (CLI) ndo induz a traducdo de erm (A), porém,
a inducéo de erm (A) traduzida, através da ERI, conduz a
resisténcia a CLL.®

O segundo mecanismo pelo qual cepas de Staphy-
lococcus sp. e Streptococcus sp. tém-se tornado resistentes
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a macrolideos, geralmente, ocorre por aquisicdo do gene
msrA.?8 O gene msrA codifica uma proteina de bomba de
efluxo que bombeia entre 14 e 15 partes integrantes do anel
de macrolideos para fora do microrganismo, conduzindo a
resisténcia a este farmaco. A expressédo de msrA nao conduz
resisténcia a CLI, mesmo na presenca de ERI.® A prevaléncia
desse tipo de resisténcia mostra grande variagdo geografica,
mas, geralmente, € menos comum que a resisténcia de
MLSBI.(7910

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos néo é
capaz de identificar todos os fenotipos. Um teste de inducéo
in vitro (D teste) pode distinguir cocos Gram-positivos que
apresentem resisténcia induzivel mediada pelo gene erm
de outros que apresentem resisténcia mediada por genes
msrA.

Isolados de Staphylococcus aureus com resisténcia
constitutiva sdo resistentes a ERI e a CLI, in vitro, e
isolados com resisténcia induzivel sdo resistentes a ERI,
mas parecem ser suscetiveis a CLI. In vivo, a terapia com
CLI parece selecionar genes erm mutantes constitutivos,®
o que pode conduzir a falha terapéutica grave,*!? por isso,
deve-se reportar o resultado como sendo CLI-resistente
(Tabela 1). Isolados com efluxo mediado por msrA também
aparecem como ERI-resistente e CLI-suscetivel, em testes
in vitro, porém, tais isolados ndo se tornam tipicamente
CLl-resistente, durante a terapia,® podendo ser esse
antimicrobiano, entdo, uma importante opcao terapéutica
(Tabela 1).

Os resultados de ensaios clinicos reforcam que a
terapia com CLI seja evitada para isolados de Staphylococcus
sp. que apresentem resisténcia do tipo MLSBi, mesmo
quando apresentarem uma baixa concentracdo inibitéria
minima (CIM), para a CLI (Tabela 1).5%13

Para isolados ERI-resistente, testes de indugdo po-
dem ajudar os laboratérios a determinar resultados para
CLI que deveriam ser reportados como suscetivel (quando
o teste de indugdo é negativo) ou como resistente (quando
o teste de inducado é positivo). A falha para identificar a
resisténcia induzivel de MLSB pode conduzir ao fracasso
clinico da terapia com CLI. Inversamente, a liberagédo de
todo Staphylococcus ERI-resistente como CLI-resistente,
impede o uso de CLI em infec¢Bes causadas por isolados
de Staphylococcus e Streptococcus verdadeiramente CLI-
suscetivel,® portanto, é importante que os laboratérios

fagcam a distingdo entre o fenodtipo de MS e a resisténcia de
MLSBI, antes de liberar um resultado como ERI-resistente
para isolados de Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.
suscetiveis a CLL.4% Nesse contexto, este estudo tem como
objetivo a determinagdo da prevaléncia de resisténcia
constitutiva e induzivel a clindamicina, em cocos Gram-
positivos isolados de pacientes hospitalizados, em Santa
Maria, RS.

MATERIAL E METODOS

Ap0s o isolamento dos cocos Gram-positivos prove-
nientes de amostras clinicas de pacientes internados em
um Hospital privado de Santa Maria, RS, os mesmos foram
identificados (através da utilizacdo de métodos conven-
cionais ou automatizados) e encaminhados ao Laboratorio
de Pesquisa em Microbiologia do Centro Universitario
Franciscano, em meios de cultura de transporte Stuart ou
Amies. No laboratério, os swabs foram retirados do meio
de transporte e inoculados em agar base sangue com 5%
de sangue desfibrinado de carneiro e, em seguida, as
placas foram incubadas a 36,5-37°C, por 24 horas.

Decorrido o tempo necessario de incubagdo, foram
preparadas suspensdes bacterianas em solucéo fisiol6-
gica estéril até se obter turvagdo de 0,5 na escala Mac
Farland, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL, com o auxilio de
swab estéril embebido na suspensao, foi semeada na
superficie de placas contendo agar Mueller-Hinton. Poste-
riormente, foram adicionados discos de papel impregna-
dos com os antimicrobianos eritromicina (15 ug) e clinda-
micina (2 pug) com auxilio de uma pinga estéril. Os discos
foram dispostos a uma distancia de 26 mm de centro a
centro, segundo preconizado por Oplustil e colabora-
dores.®® Foi considerado teste de indugdo positivo aquele
em que se observou um achatamento do halo da clinda-
micina adjacente ao halo da eritromicina, produzindo uma
zona de inibicdo amoldada em forma de "D", e foi consi-
derado negativo aquele que ndo apresentou achatamento
do halo. Com auxilio de uma régua, mediu-se o diametro
dos halos. Realizou-se o controle de qualidade com as
cepas S. aureus ATCC 25923 (ERI e CLI suscetivel, controle
negativo para erm A, erm C e mrsA) e S. aureus 58-424
(que contém o gene ermA e demonstra resisténcia induzivel
a MLSB).

Tabela 1- Fendtipos de Resisténcia observados apds teste de indugéo "in vitro".

Mecanismo Gene Enzima ERI CLI Teste de Como Fenotipo
indugéo Reportar
Alteragéo Erm MLSBi R S + ERI-R, CLI-R MSLBI
Ribossomica Erm MLSBc R R - ERI-R,CLI-R  MSLBc
Efluxo mirsA R S - ERI-R, CLI-S MS

erm = erithromycin ribosome methylase; msrA = macrolide streptogramin (type B) resistance;
ERI = eritromicina; CLI = clindamicina; R = resistente; S = sensivel; + = teste de indugao positivo;

- = teste de indugao negativo
{Adaptado de Oplustil e colaboradores, 2004)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisadas 63 amostras de cocos
Gram-positivos provenientes de isolados clinicos de paci-
entes internados em um hospital privado de Santa Maria,
RS. Estas amostras foram coletadas de diversos sitios
infecciosos, como escarro, hemoculturas, lavados bron-
quicos, pontas de catéteres, secre¢fes de ferimentos de
diversos locais do corpo, secre¢des nasais, secrecdes
traqueais e urina, como mostra a Tabela 2.

Dentre as amostras, foram identificadas 46 de Staphy-
lococcus aureus, 8 de Staphylococcus Coagulase Negativa
(CoNS), 4 de Streptococcus pyogenes e 5 de Streptococcus
ndo hemoliticos, conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 2 - Espécimes clinicos de pacientes hospitalizados em
Santa Maria-RS

Sitio Infeccioso n %
Secregdes de ferimentos 16 25,4%
Urina 15 23,8%
Sangue 11,1%

B
Secregéo nasal 6 9,5%
Lavado brénquico 5 7,94%
Escarro 5 7,94%
Secrecao traqueal 5 7.94%
Ponta de catéter 4 6,35%

Tabela 3 - Cocos Gram-positivos isolados de pacientes
hospitalizados em Santa Maria-RS

Microrganismo n %
S. aureus 46 73%
CoNS 8 12,7%
Streptococcus nao hemoliticos 5 7,9%
S. pyogenes 4 6,4%

Das 63 amostras analisadas, apenas trés (4,8%) apre-
sentaram zona de achatamento do halo de inibicdo do
antimicrobiano (CLI), resultando na positividade para o teste
de inducao (D-teste), isto é, apresentaram resisténcia indu-
zivel a CLI (MLSBI), caracterizada pela presenga do gene
erm (A), conforme pode ser visualizado na Tabela 4. Com
isso, ficou impossibilitada a utilizacdo da CLI no tratamento
desses pacientes, pois, in vivo, estse antimicrobiano parece
selecionar genes erm mutantes constitutivos,® o que podera

conduzir a uma grave falha no tratamento dessas infec¢es.
O achatamento da zona de inibicdo da CLI (disco-difusdo) em
um isolado ERI-R (efeito de D-zona) é um indicador seguro
de cepas MLSBI que abrigam os genes ermA ou ermC. Cepas
de MLSB-resistentes sdo facilmente reconhecidas por um
didmetro da zona de inibicdo da CLI <14 mm. Cepas ERI-S
ndo apresentam resisténcia induzivel a CLI.®9

Isto conduz ao questionamento sobre a seguranca do
uso de CLI contra qualquer Staphylococcus ERI-R. Devido a
alta incidéncia de resisténcia induzivel a MLSB, verificada
em varios paises do mundo, particularmente em S. aureus,®
sugere-se que em resisténcia in vitro a ERI possa servir
como um substituto para todos os agentes de MLS, embora
os resultados do teste de suscetibilidade e o teste de inducao
de disco sejam executados em infec¢cdes graves prove-
nientes de isolados de Staphylococcus coagulase negativos
(CoNS).tn

No presente estudo, foi observada a presenca de
resisténcia constitutiva (MLSBc) em 22 amostras (35%),
sendo 16 de S. aureus (72,7%), duas de Streptococcus
pyogenes (9,1%), uma de Streptococcus ndo hemolitico
(4,55%) e trés de CoNS (13,65%), caracterizando, possivel-
mente, a presenca do gene erm (B), em Streptococcus sp., e
erm (C), em Staphylococcus sp, como mostra a Tabela 4.
Em um estudo realizado, em 2003, Fiebelkorn e colabora-
dores® descreveram dados referentes a CoNS, onde,
geralmente, tém-se resisténcia do tipo MLSBI (ERI-R); todavia,
isolados de CoNS (CLI-S) sdo menos comuns do que em S.
aureus. As taxas deste tipo de resisténcia variaram entre 28%
a 84%.

Neste estudo, também foi determinada a prevaléncia
de mecanismos de resisténcia mediado por bombas de
efluxo, em 19 amostras (30,2%), sendo 15 de S. aureus (79%),
uma de Streptococcus pyogenes (5,3%) e trés de CoNS
(15,7%), o que caracterizou uma possivel presenca do gene
mrsA (Tabela 4). Mecanismos que conferem resisténcia a
macrolideos e ndo as lincosamidas, como mecanismos de
efluxo codificados por msrA, ndo sdo incomuns e podem
estar frequentemente elevados.®”

Dados de suscetibilidade precisos sdo importantes
para decisdes apropriadas de terapia. Desta forma, deve-se
determinar a resisténcia induzivel a CLI para assim utilizar a
CLI seguramente e efetivamente em pacientes com cepas
verdadeiramente CLI-S. Neste estudo, foi utilizado um método
simples e seguro para determinar a resisténcia induzivel a

Tabela 4 - Principais mecanismos de resisténcia em cocos Gram-positivos isolados de

pacientes hospitalizados em Santa Maria-RS

Microrganismo Alteragao Alteragao Teste de Inducdo  Bomba de Efluxo
Ribossémica Ribossémica
(MLSBI) (MLSBc) (D teste) Positivo
S. aureus 3 (4,8%) 16 (25,4%) 3 (4,8%) 15(23,8%)
CoNS - 3 (4,8%) - 3(4,8%)
S. pyogenes - 2(3,2%) - 1(1,6%)
Streptococcus - 1(1,6%) - .

ndo hemoliticos

46

RBAC. 2014;46(1-4):44-7



Prevaléncia de resisténcia constitutiva e induzivel a clindamicina em cocos Gram-positivos isolados de

pacientes hospitalizados em Santa Maria, RS

CLI, em isolados de S. aureus, CoNS e Streptococcus sp. Foi
realizado um exame cuidadoso da forma da zona de inibi¢cdo
da CLI (15 g), adjacente a um disco padréo de ERI (2 g) em
um teste de disco-difusdo convencional.

CONCLUSAO

No presente estudo foram observdos 4,8% de resis-
téncia induzivel a clindamicina (MLSBi - ERI-R; CLI-S), em
amostras de cocos Gram-positivos provenientes de isolados
de pacientes hospitalizados, no municipio de Santa Maria-
RS. Espera-se que os resultados obtidos fundamentem as
decisbes no ambito da clinica, pela introdu¢cdo de mudangas
na rotina de exames, que deve incluir o D-teste para uma
maior seguranca dos pacientes em tratamento, evitando
assim a resisténcia microbiana, a troca desnecesséaria de
medicacdo e, consequentemente, a falha terapéutica. A
implementacdo do uso do D-teste, na rotina laboratorial,
permite fazer a distingdo entre os fenétipos de maneira
simples e eficaz.

Abstract

The aim of this study was to determine the prevalence of constitutive
and inducible clindamycin resistance in inpatients. Six three isolates
were analyzed from various infectious sites of inpatients admitted in
a private hospital in Santa Maria - RS, Brazil. In order to determine
the mechanisms of resistance, it has been applied the method of
disk diffusion (D-test). It was observed that 3 strains of
Staphylococcus aureus (4.8%) had a positive test, having inducible
clindamycin resistance (MLSBI) possibly by the presence of the
erm(A) gene. Furthermore, it was observed the presence of
constitutive resistance (MLSBc) in 22 samples possibly
characterized by the presence of erm(B) gene in Streptococcus sp.
and erm(C) gene in Staphylococcus sp. It was determined by the
prevalence of resistance mechanisms mediated efflux pump in 19
samples, probably characterized by the presence of mrsA gene.
The introduction of changes in the laboratory routine, by including
the D-test should be encouraged. The study of these mechanisms of
resistance is of great importance in the selection and treatment
efficacy, in practice they represent a greater safety for patients and
avoid unnecessary exchange of drugs and therefore the treatment
failure.
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Drug Resistance, Bacterial; Clindamycin; Erythromycin
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Avaliacao do rastreamento para o Diabetes Gestacional no municipio

de Passo Fundo, RS

Assessment of tracking for Gestational Diabetes in Passo Fundo town, RS
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Resumo

O diabetes gestacional é definido como uma intolerancia variavel aos carboidratos,
sendo detectada durante a gestacdo. Foram analisados gestantes cadastradas no
Planejamento Familiar da Satde da Mulher, no Posto de Atendimento Médico, nos anos de
2007 e 2008, no municipio de Passo Fundo, RS, com o objetivo de quantificar a prevaléncia
do diabetes mellitus e avaliar os métodos de rastreamento realizados nestas gestantes.
Foram avaliadas 618 gestantes com idade igual ou superior a 25 anos. A prevaléncia do
diabetes gestacional, nesta populacéo, foi de 5,6%. Todas as gestantes realizaram a
glicose de jejum na 12 consulta do pré-natal. Das gestantes que apresentaram
rastreamento positivo, 16 confirmaram a doenga através do Teste Oral de Tolerancia a
Glicose e 6, por meio da repetigdo da glicemia. Ap6s a 202 semana de gestagdo, somente
295 retornaram para realizar a glicemia e 12 gestantes confirmaram diabetes gestacional.
Pelos dados obtidos, as Unidades Basicas de Salude encaminham as gestantes
corretamente para a realizagdo do rastreamento. Porém, o problema que as unidades
enfrentam é o preenchimento incorreto dos cartées, com falta de dados e a falta de
orientacéo para o encaminhamento, na realizagéo do Teste Oral de Tolerancia a Glicose.

Palavras-chave
Gravidez; Diabetes mellitus gestacional; Rastreamento; Prevaléncia

INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca de etiologia
multipla, consistindo em um grupo heterogéneo de distirbios
metabdlicos, na qual a hiperglicemia é o fator em comum.®
Essa patologia é considerada uma doenca sistémica que
se evidencia por alteragfes no metabolismo de carboidratos,
lipidios, proteinas e eletrdlitos, de carater crénico e evolutivo
decorrentes da falta de insulina e/ou da incapacidade da
mesma de exercer adequadamente seus efeitos, resultando
em resisténcia insulinica, com grande diversidade de com-
plicagdes no metabolismo humano.®

A insulina € um hormonio secretado pelas células
das ilhotas pancreéticas em resposta ao aumento dos niveis
circulantes de glicose e aminoacidos, apds as refeicdes. E
considerado essencial para manter a homeostase da glicose
em varios niveis, reduzindo a producgao hepatica de glicose e
aumentando a captagédo periférica da mesma, principalmente,
no tecido muscular e adiposo, sendo também responsavel
por aumentar a sintese e inibir a degradagao proteica.®

O DM tornou-se uma epidemia mundial e um problema
de saude publica. Em 1985, estimava-se a existéncia de

aproximadamente 30 milhdes de adultos diabéticos; em
1995, esse nimero cresceu para 135 milhdes, atingindo
173 milhdes em 2002, com uma projecdo de poder chegar
até 300 milhdes de diabéticos em 2030.® Segundo a
International of Diabetes Federation (IDF) e a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), s6 no Brasil calcula-se que, dos
160 milhdes de habitantes, 10% da populacdo, ou seja, 16
milhdes, apresentem a doenca.®

Um dos fatores que tém contribuido para este aumento
€ a alteragdo no estilo de vida das pessoas, com modifi-
cagdes do comportamento alimentar.®

Desde 1997, a Associacdo Americana de Diabetes
(ADA) definiu a atual classificacdo para DM e passou a
basear-se na etiologia da doenca e ndo na sua forma de
tratamento.(” De acordo com a classificagcdo atual proposta
pela OMS e pela ADA, o DM se divide em diabetes mellitus
tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, outros tipos especificos de
diabetes e o diabetes mellitus gestacional, além dos pré-
diabéticos, que caracterizam-se pela glicemia de jejum
alterada ou tolerancia diminuida a glicose (Quadro 1).®

O diabetes mellitus gestacional é definido como uma
intolerancia variavel aos carboidratos, que resulta em hiper-

Trabalho desenvolvido atraves dos dados da Secretaria da Saude do municipio de Passo Fundo, RS.
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Quadro 1- Classificacao etioldgica do diabetes mellitus.

| - Diabete tipo 1
Destruigdo das células beta, usualmente levando a deficiéncia
completa de insulina
A - Imune
B - Idiopatica

II. Diabete tipo 2
Graus variados de diminuicdo de secregao e resisténcia a insulina

IIl. Outros tipos especificos
Defeitos genéticos da fungao da célula b
Defeitos genéticos da agao da insulina
Doencas do pancreas exocrino
Endocrinopatias
Indugao por drogas ou produtos quimicos
Infecgdes
Formas incomuns de diabete imuno-mediado

IV. Diabetes mellitus gestacional

glicemia, sendo detectada durante a gestagdo. Esta pato-
genia é explicada pela elevacdo de horménios contrarre-
guladores da insulina, pelo estresse fisiolégico imposto
pela gravidez e a fatores predeterminantes (genéticos ou
ambientais).® Rudge e Calderon®® relatam que o DM tornou-
se uma das doencas mais importantes e com maior
prevaléncia deste século, em todo o mundo. Desse modo,
a associacao entre diabetes e gravidez sera cada vez mais
frequente. Quando a gestante desenvolve DM durante a
gravidez, o risco de desenvolver o diabetes do tipo 2, apds
a gestagdo, é maior do que em gestantes que ndo apre-
sentaram a doenca.

Até o inicio da insulinoterapia, em 1921, a relacao
diabetes e gravidez demonstrava resultados catastroficos,
na mortalidade materna. Ap6s o surgimento da insulina,
tornou-se possivel estudar a gravidez em mulheres diabé-
ticas, pois, além desse evento ser incomum na época, a
mortalidade materna era elevada. A taxa de mortalidade foi
reduzida de 65% para 5% apés serem instituidos os cuida-
dos do pré-natal.®v

Além do estado fisioldégico imposto pelo periodo ges-
tacional, outros fatores considerados de risco sdo gestantes
acima de 25 anos, obesidade ou ganho excessivo de peso
na gestagdo, baixa estatura, histérico familiar de DM em
parentes de 1° grau, macrossomia, polidrAmnio, hipertensdo
ou pré-eclampsia na gravidez, entre outros.*?

No primeiro trimestre de gestagcdo, a mulher pode
apresentar periodos de hipoglicemia, devido ao aumento
dos hormdnios estrogénio e progesterona, provocando uma
hiperplasia das células betapancreaticas, e, com isso,
aumentando a producao de insulina, o que diminui a glicose
circulante.®v No segundo trimestre da gravidez, a resisténcia
a insulina aumenta progressivamente. Hormonios, como a
progesterona, o cortisol, a prolactina e o horménio lacto-
génico placentéario, que estdo envolvidos na gestacao,
podem interferir na agdo da insulina no organismo materno,
funcionando como antagonista de sua agdo, causando, por
isso, aumento na resisténcia.®® Segundo Schmitt et al.,* o
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pancreas comega a produzir uma quantidade adicional de
insulina para compensar o efeito de resisténcia imposto
pelo periodo gestacional. Quando o pancreas ja atingiu o
maximo da producdo insulinica e a quantidade continua
sendo insuficiente para reverter os efeitos hormonais, esse
mecanismo resultara em hiperglicemia.

A importancia de realizar corretamente o pré-natal e o
rastreamento para o DM gestacional pode evitar compli-
cacles neonatais, como aumento de partos cesarianos,
policitemia, ictericia, hipoglicemia e aumento do risco de mal-
formacdo congénitas.®® A macrossomia é considerada a
principal preocupacéo, devido aos niveis elevados de glicose
que o feto recebe da mae, e a hipoglicemia pés-natal, na
qual a producéo de insulina produzida pelo feto encontra-se
aumentada para poder compensar a quantidade de glicose
que lhe é imposta.®®

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) destaca que
a monitoragdo da glicose é considerada importante no
controle do tratamento para as gestantes diabéticas. O
tratamento reduz a taxa de macrossomia, a hipoglicemia do
bebé e a taxa de cesarianas realizadas, entre outros
problemas ja& mencionados. O tratamento consiste, inicial-
mente, de alimentagdo controlada.®®

O rastreamento e o diagnéstico sdo considerados
controversos em decorréncia do niumero muito limitado de
estudos nessa area.*” Gross et al.(® demonstraram que a
investigacao do diabetes é realizada, a partir da primeira
consulta do pré-natal, com a determinagdo da glicose em
jejum. Conforme Metzger, Coustan e a The Organizing
Committee,*® a probabilidade de aparecimento do DM
gestacional € maior no terceiro trimestre de gestagdo. Dessa
forma, o rastreamento deve ser efetuado em todas as
gestantes, entre as 242 e 282 semanas de gestagdo, ja que,
nesse periodo, a resisténcia a insulina é maior.

O rastreamento do DM gestacional realizado no pré-
natal € um importante fator a ser considerado na gravidez, o
que pode permitir a prevencdo das complicagbes materno-
fetal relacionadas ao diabetes. Desse modo, o objetivo deste
trabalho foi o de realizar uma analise de dados das gestantes
com idade igual ou superior a 25 anos, cadastradas no
Planejamento Familiar da Salde da Mulher, no Posto de
Atendimento Médico (PAM), no municipio de Passo Fundo,
RS, quantificando o nimero de casos de DM gestacional, no
ano 2007 e 2008, e avaliando o acompanhamento da
gestante desde a primeira consulta até o término do
rastreamento.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, foi realizada uma visita ao Planejamento
Familiar da Saude da Mulher, para conhecer o Programa de
Humanizacéo no Pré-Natal e Nascimento. Em seguida, para
a devida analise dos prontuarios, foi necessaria a liberacéo
da Secretaria de Saude do Municipio, para que fosse per-
mitido o acesso aos dados para a pesquisa. O estudo
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epidemiolégico do tipo transversal, descritivo, quantitativo
foi realizado por meio da andlise de 1.667 cartdes de
gestante armazenados em arquivos pertencentes ao
Planejamento Familiar, Satude da Mulher, dos anos de 2007
e 2008. Do total de gestantes, 618 foram selecionadas para
0 estudo. Os critérios utilizados como exclusdo foram
gestantes com idade abaixo de 25 anos, gestantes que
ndo apresentaram dados completos como idade, valores
das glicemias e gestantes de outros municipios.

Os cartbes das gestantes foram analisados manual-
mente, e os dados obtidos foram tabulados no programa
Excel, em porcentagem, média e desvio padrao, e expressos
em tabelas.

Para determinar a prevaléncia do DM gestacional na
populacdo em estudo e avaliar os métodos de rastreamento
realizados nas gestantes que foram cadastradas junto ao
Planejamento Familiar da Saude da Mulher quantificou-se o
nimero de gestantes que realizaram a glicemia de jejum na
12 consulta e, a partir dessas, avaliou-se quantas tiveram
rastreamento negativo ou positivo para o DM gestacional.

Também foi quantificado o nimero de gestantes que
retornaram para avaliacdo da glicemia, apds a 202 semana
de gestacdo, e quantas foram encaminhadas a realizar o
Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG).

O protocolo de rastreamento adotado pelo Plane-
jamento Familiar da Satde da Mulher € o mesmo preconizado
pela SBD,? no qual se realiza uma glicemia de jejum, na
primeira consulta, sendo que uma glicemia > 85 mg/dL e
<110 mg/dL é considerada rastreamento positivo para o DM
gestacional. Neste caso, € solicitado o TOTG, utilizando a
ingestdo de 75 g de glicose anidra e realizando a glicemia 2
horas apés a ingestdo. Quando a glicemia for > 110 mg/dL,
deve ser imediatamente confirmada. Se esse valor, na se-
gunda coleta, for ainda >110 mg/dL, confirma-se o diagndstico
de DM gestacional (Figuras 1 e 2).

Glicemia de jejum

| (primeira consulta) |

< 85 mg/dL > 85 mg/dL elou FR

Glicernia de jejum Rastreamento positivo

|_ apés a 20° semana —|

85 mg/dL > 85 mgldL efou FR
Rastreamento Rastreamento
negativo positivo

Figura 1. Procedimento para o rastreamento de diabetes nellitus
gestacional.
Fonte: Diretrizes SBD @9
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Rastreamento positivo

|— 85-109 mg/dL —l = 110 mgldL

Jejum <110 mg/dL  jgjum > 110 mg/dL Repetir glicemia de
2horas <140 mg/dL 2 horas > 140 mgldL jejum prontamente
| | |
Testenegativo Diabetes gestacional = 110 mg/dL

Diabetes gestacional

Figura 2. Procedimento para o diagndstico de diabetes gestacional.
Fonte: Diretrizes SBD @%

RESULTADOS

Neste estudo, foram avaliadas 618 gestantes com idade
igual ou superior a 25 anos, sendo que a idade no grupo
variou de 25 a 48 anos. A prevaléncia do DM gestacional, nessa
populacao, no periodo de 2007 e 2008, foi de 5,6%. Em relacéo
a faixa etaria, pode-se observar que a faixa mais acometida
pelo DM gestacional foi entre 31 e 36 anos (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero de gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional
cadastradas pelo PAM em 2007 e 2008 no municipio de
Passo-Fundo, RS, separadas por faixa etaria

Idade Total de gestantes por Gestantes com Diabetes
(anos) faixa etaria (n) Mellitus Gestacional por
faixa etaria (n)

25-30 328 10

31-36 188 13

37-42 96 1

43-48 6 1

Total 618 35

Todas as gestantes analisadas, no presente estudo,
realizaram a glicose de jejum na 12 consulta do pré-natal. Destas,
164 (26,53%) apresentaram glicemia > 85 mg/dL (rastreamento
positivo). As outras 454 (73,46%) tiveram o rastreamento ne-
gativo (glicemia < 85 mg/dL). Na Tabela 2, estad demonstrado
0 numero de gestantes que apresentaram glicose de jejum
< 85 mg/dL e > 85 mg/dL, por faixa etaria, na 12 consulta.

Tabela 2 - Numero de gestantes cadastradas pelo PAM em 2007 e
2008 que apresentaram rastreamento negativo e positivo para o
Diabetes Mellitus Gestacional na 1? consulta do pré-natal separadas
por faixa etaria

Idade Gestantes com Gestantes com glicemia
(anos) glicemia < 85 mg/dL = 85 mg/dL na
na 1? consulta 1% consulta

(n) (n)
25-30 236 92
31-36 145 44
37-42 70 26
43 - 48 3 2
Total 454 164
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Do total de 164 (26,53%) gestantes que apresentaram
hiperglicemia na 12 consulta, apenas 67 (40,85%) realizaram
0 TOTG de 759, recomendado para as gestantes que tiveram
glicemia > 85 mg/dL nessa fase. Das mulheres gravidas
que realizaram o TOTG, 16 (23,88%) apresentaram glicemia
140 mg/dL, no TOTG, confirmando o DM gestacional. No
entanto, das 97 (59,14%) gestantes que ndo realizaram o
exame, seis (6,18%) confirmaram o diagndstico DM gesta-
cional, apenas realizando a glicemia de jejum, ou seja, apre-
sentaram glicemia > 110 mg/dL (Tabela 3).

Das 454 (73,46%) gestantes que, na 12 consulta,
apresentaram glicemia < 85 mg/dL e deveriam retornar para
realizar o exame, apos a 202 semana, apenas 295 (64,97%)
realizaram o exame novamente. Destas, 53 (17,96%)
apresentaram glicose de jejum > 85 mg/dL e 12 (22,64%)
mulheres confirmaram o DM gestacional, nesse periodo. Das
gravidas que confirmaram o DM gestacional, apés a 202
semana, 10 (83,33%) o confirmaram, com a realizacdo do
TOTG, e duas (16,66%) confirmaram o diagnéstico, repetindo
a glicemia (= 110 mg/dL) (Tabela 4).

Tabela 3 - Numero de gestantes cadastradas pelo PAM em 2007 e 2008 que apresentaram glicose de
jejum = 85 mg/dL na 1? consulta, realizaram o TOTG e confirmaram o Diabetes Mellitus Gestacional,

separadas por faixa etaria

Idade Glicose 1° Consulta Realizaram TOTG* DMG* confirmada com

(anos) = 85 mg/dL TOTG* =140 mg/dL glicemia = 110 mg/dL
(n) (n) (n) (n)

25-30 92 33 6 3

31-36 44 18 4 2

37-42 26 14 5 1

43 - 48 2 2 1 0

Total 164 67 16 6

TOTG: Teste Oral de Tolerancia a Glicose; DMG: Diabetes Mellitus Gestacional

Tabela 4 - Numero de gestantes cadastradas pelo PAM em 2007 e 2008 que tiveram glicemia = 85 mg/dL na
12 consulta e que confirmaram o DM gestacional apds a 20* semana, separadas por faixa etaria.

Idade Glicose 1° Consulta  Glicemia de jejum Realizaram TOTG* DMG* confirmada
(anos) < 85 mg/dL = 85 mg/dL apds a TOTG* =140 mg/dL com glicemia
(n) 20* semana (n) (n) =110 mg/dL
(n (n
25-30 236 16 8 0 0
31-36 145 22 11 6 1
37-42 70 15 12 4 1
43 - 48 3 0 0 0 0
Total 454 53 31 10 2

TOTG: Teste Oral de Tolerancia a Glicose; DMG: Diabetes Mellitus Gestacional

DISCUSSAO

Os programas utilizados pelo PAM de Passo Fundo-
RS prestam atendimento as gestantes através de um
conveénio firmado com o Sistema Unico de Saude (SUS) do
Programa de Humanizacao no Pré-Natal e Nascimento, que
assegura 0 acesso e a qualidade do acompanhamento pré-
natal, assisténcia ao parto e puerpério e a assisténcia neo-
natal, tendo como objetivo captar precocemente gestantes
consideradas de alto risco e garantir o atendimento e assis-
téncia as mesmas, com a finalidade de reduzir as altas taxas
de morbi-mortalidade materna e perinatal. Este programa
foi instituido pelo Ministério da Salde, através da Portaria/
GM n° 569, de 01/06/2000.+2

Os casos de mulheres que apresentam DM gestacional
podem variar de acordo com a populagéo avaliada e com os
métodos utilizados para rastreamento e diagndstico. Neste
estudo, a prevaléncia de DM gestacional na populagcdo
atendida pelo PAM de Passo Fundo-RS, em 2007 e 2008, foi
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de 5,6%. O mesmo ocorreu no estudo de Schmitt,*® onde a
prevaléncia de DM gestacional, em S&o Joaquim e Santa
Catarina, foi de 5,60%. A prevaléncia, na analise de Valla-
dares e Komka,®® realizada em Brasilia, foi de 6,6%. Confor-
me a Organizagdo Mundial da Saulde, a prevaléncia de
mulheres que s&o atendidas pelo SUS, no Brasil, e que apre-
sentam DM gestacional, encontra-se em torno de 7,6% do
total das gestantes, sendo um dos distirbios mais acome-
tidos na gravidez.®

Segundo dados do Ministério da Saude, 9,5% dos
casos de DM gestacional do Pais foram registrados na cidade
de Manaus. Em Fortaleza, este indice é de 8,5% e, em Porto
Alegre, a prevaléncia é de 4,7%.? Registros da American
Diabetes Association (ADA)®?® apontam que cerca de 4% de
todas as mulheres gravidas apresentam DM gestacional.
Nos Estados Unidos, a cada ano, cerca de 135 mil casos de
gestantes diabéticas sdo constatados.

Os dados obtidos das gestantes analisadas mostra-
ram que 618 realizaram a glicemia de jejum, na 12 consulta
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do pré-natal, sendo 73,46% consideradas rastreamento-
negativo, e 26,53%, rastreamento-positivo, para o DM gesta-
cional. Destas gestantes que apresentaram-se como ras-
treamento-positivo, apenas 40,85% realizaram o TOTG de
75 g, para confirmacdo do DM gestacional, sendo que o
preconizado pela SBD® é que todas as gestantes com
glicemia alterada, na 12 consulta, realizem o TOTG. Desta
forma, neste periodo, pdde-se confirmar o diagnostico da
doenca, em 26,88% das gestantes, com a realizacdo do
TOTG. Um estudo realizado por Katz et al.®?» informou a
analise de 210 gestantes que realizaram o TOTG, caracte-
rizando, desse modo, uma populacdo selecionada e de
alto risco, o que ndo ocorreu no presente estudo, ja que,
59,14% das gestantes nado realizaram o TOTG na 12
consulta.

Das gestantes que na 12 consulta do pré-natal apre-
sentaram uma glicemia < 85 mg/dL (73,46%), somente
64,97% realizaram o pré-natal corretamente e retornaram,
apoés a 202 semana, para repetir a glicemia de jejum, sendo
que 17,96% apresentaram glicose de jejum > 85 mg/dL e
22,64% das mulheres confirmaram o DM gestacional. Para
que se tenha um controle do estado glicémico da gestante é
recomendado, pelo Ministério da Saude, a realizacdo da
glicemia de jejum. Esse exame devera ser solicitado a todas
as gestantes, independente da presenca ou néo de fator de
risco para a gravidez.®

Conforme Katz et al.,? as gestantes que apresentam
algum fator de risco para o desenvolvimento do DM gesta-
cional ou alteracdo da glicemia sdo consideradas de alto
risco e devem ser encaminhadas para realizar o TOTG. De
acordo com Ayach,®¥ o ideal, para validacao do teste, é que
todas as gestantes realizem o TOTG, o que nem sempre é
possivel. Esse fato foi reafirmado com um caso apresentado,
neste estudo, onde uma gestante que na 12 consulta apre-
sentou um glicemia < 85 mg/dL e que, retornando para
realizar um novo exame, apds a 20® semana, obteve,
novamente, um rastreamento negativo e, mesmo assim, foi
encaminhada para a realizagdo do TOTG. No TOTG, apre-
sentou uma glicose de 170 mg/dL, confirmando o diagndstico
para DM gestacional. Essa situagdo demonstra a importancia
da realizagdo do teste, mesmo em casos em que a glicemia
apresenta-se normal.®

Pelos dados obtidos, as Unidades Basicas de Salde
encaminham as gestantes corretamente para realizacdo
do rastreamento exigido pela OMS e pela SBD. Porém, os
problemas que as unidades enfrentam é o preenchimento
incorreto do cartdo das gestantes, o que dificulta o enca-
minhamento para a realizagdo do TOTG, que é considerado
0 exame mais sensivel para identificar individuos com
diabetes. No entanto, a ADA reporta que o TOTG é muitas
vezes realizado de forma incorreta, sem preparagéo prévia,
podendo levar a nduseas e vOmitos, nas gestantes.*®
Segundo o relatado no Planejamento Familiar da Saude da
Mulher,®® muitas gestantes, efetivamente, encontraram
dificuldades em realizar o exame, devido aos enjoos no
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procedimento de execucdo do teste, o que pode ter contri-
buido para o baixo nimero de gestantes que realizaram o
TOTG, neste estudo.

CONCLUSAO

Com os resultados encontrados, na presente avaliacao,
pode-se concluir sobre a importancia da realizacdo do
rastreamento no pré-natal, visto que a prevaléncia do DM
gestacional, no Municipio de Passo Fundo-RS, mostrou-se
semelhante a outros estudos realizados em grandes centros
do Pais, demonstrando que a doenca é, de fato, um problema
de saude publica.
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Abstract

Gestational diabetes is set as a varialble intolerance to
carbohydrates, being detected during the pregnancy. Datas of
pregnant indexed to the Parenthood Women's Health Planned at the
post service in 2007 and 2008 year in Passo Fundo town were
analyzed with the deal to quantify the prevalence of the gestation
diabetes, and measure the methods of tracking held in pregnant
women. Six hundred eighteen pregnant women at 25 years old or
more were measure. The prevalence of gestational diabetes mellitus
in this population was 5,6%. All the pregnant women held the glucose
at the first appointment of the prenatal. Of all the pregnant women
that presented positive tracking, 16 confirmed the disease by the
Oral Test of Glucose Tolerance and 6 through the frequency of
glucose. After the 20° week of gestation, only 442 came back to held
the glucose and 12 pregnant women confirmed gestational diabetes.
The data obtained basic health units forward pregnant properly to
perform tracing required. However, the problems that the units face
is the incorrect filling of the cards, without some datas and without
the conduct for the routing in implementing the Oral test of Glucose
Tolerance.
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Pregnancy; Gestational Diabetes Mellitus; Tracking
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: A acne é, frequentemente, uma manifestagdo temporaria da puberdade,
correlacionando-se mais com a idade puberal do que com a idade cronoldgica. A
isotretinoina € um composto retinoide (acido 13-cis-retinoico) derivado da vitamina A,
sendo indicada para o tratamento da acne cistica severa e acne conglobata resistente
a outras formas de tratamento. A pesquisa teve como objetivo identificar a presenca de
alteragdes lipidicas, hepaticas, nos processos de coagulacéo e presenca de anemia em
pacientes que fizeram uso de isotretinoina oral para o tratamento da acne grave. Método:
Essa pesquisa caracterizou-se por um estudo exploratério, aberto, prospectivo da andlise
de exames laboratoriais de trinta pacientes que fizeram uso de isotretinoina oral.
Resultados: As concentracdes de colesterol e triglicerideos apresentaram diferencas
significativas (p<0,05 e p<0,05, respectivamente), quando analisados os resultados dos
exames realizados antes do tratamento e ap6s trés meses do inicio do uso da isotretioina
oral. Os resultados de AST, ALT, contagem de plaquetas, hematécrito de hemoglobina
estavam dentro dos valores de referéncias, porém, foram observadas alteracdes esta-
tisticamente significativas (p< 0,05 para todos os parametros). Concluséo: Pode-se
concluir que é relevante o acompanhamento laboratorial mensal de cada paciente e que
este contribui de forma direta para a manutencgédo de valores laboratoriais basais durante
o tratamento oral com a isotretinoina.

Palavras-chave
Isotretinoina; Triglicerideos; Aspartato aminotransferases

tépicas de baixa eficacia, como enxofre, resorcina, acido
salicilico, e tratamentos sistémicos ineficazes, como calcio,

A acne é uma enfermidade genética, hormonal e infla-
matoria dos foliculos pilossebaceos da face, das costas e
térax, cuja expressao clinica & dependente de varios fatores.
Habitualmente, aparece na puberdade quando a estimu-
lagdo androgénica promove a hiperproducédo de sebo, com
hiperqueratinizagéo folicular, colonizacdo por bactérias
Gram-positivas (Propionibacterium acnes) e inflamacéo
local.®» Do ponto de vista clinico, a intensidade da acne
varia desde formas mais leves (cistos pilossebaceos dila-
tados que contém sebo, epitélio queratinizado, bactérias e
leveduras comensais), as formas graves e desfigurantes
que formam noédulos e fistulas com intensa reagéo infla-
matoria. A cicatrizagdo ocorre seguida da formacédo de
queloides, sobretudo em pacientes da raga negra.® Antes
da década de 1940, ndo havia tratamento efetivo para a
acne. Aguardava-se a cura espontanea ou prescreviam-se
as poucas opc¢des existentes, tais como substancias

auto-hemoterapia, arsénico e radioterapia, que controlavam
a doenga, produzindo atrofia da pele e das glandulas seba-
ceas, porém causavam efeitos adversos sérios e tardios
decorrentes do dano acumulativo tipo actinico, radiodermite
cronica e até cancer de tireoide.®

Atualmente, a compreenséo da etiopatogenia da acne
ampliou-se de modo consideravel. Além dos fatores ja bem
conhecidos, como a predisposi¢do genética, o estimulo das
glandulas sebéaceas pelos andrégenos com hipersecrecao,
a hiperqueratinizacao folicular, a coloniza¢éo bacteriana dos
foliculos, principalmente pelo Propionibacterium acnes,
desenvolveram-se muitas pesquisas sobre o papel da imu-
nidade inata e adquirida e da inflamag&o. Esses conhe-
cimentos norteiam o tratamento e todas as opcdes terapéu-
ticas disponiveis atualmente.“*®

A isotretinoina é um composto retinoide derivado
da vitamina A, quimicamente conhecida como acido 13-
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cis-retinoico, contendo ndo menos que 98% e ndo mais que
120% de C, H,,0,.©®

Em 1955, foi sintetizada a isotretinoina e sua utilizagédo
no tratamento da acne inflamatdria grave, dos tipos cistica e
conglobata, iniciou-se, em 1976, na Europa e, em 1980, nos
Estados Unidos. No Brasil, as observacdes iniciaram-se,
em 1982. Em 1985, fez-se a primeira publicac@o brasileira,
relatando a experiéncia em 25 pacientes tratados com doses
variadas, pois ainda ndo havia consenso. O resultado foi
excelente, em 24 desses casos, e regular em apenas um. O
seguimento desses pacientes, por muitos anos, revelou
apenas dois casos de recidiva.®

A isotretinoina € muito eficaz contra a acne (cistica e
conglobata) porque combate as erupgcfes em todas as
frentes importantes. Reduz o tamanho das glandulas seba-
ceas, 0 que restringe drasticamente a producdo de sebo,
diminui 0 acumulo de células que levam aos comeddes nos
foliculos sebaceos, destroi a populagdo das bactérias P.
acnes e controla a inflamacao.®

As contraindicagfes relativas ao uso dessa droga sédo
obesidade com distlurbio de colesterol ou triglicérides,
diabetes insulinodependente, doencas hepaticas, renais ou
sistémicas, epilepsia, depresséo e psicose. Para o controle
dessas condigbes, devem ser realizados exames clinicos e
laboratoriais mensais. A contraindicagdo absoluta para a
prescricdo da isotretinoina oral é a gravidez, ja que o maior
problema relacionado a essa droga é a teratogenicidade. O
risco de gravidez deve ser excluido antes de se iniciar o tra-
tamento e controlado pela administragédo de anticoncepcional
oral, quando necessario, durante todo o tratamento e até
trinta dias apos a suspenséo da droga. E importante aguardar
a menstruacdo para iniciar o tratamento e enfatizar que ndo
existem riscos para gestagdes futuras.®?

O uso de isotretinoina oral apresenta restricGes relacio-
nadas, principalmente, a efeitos hepaticos e mudangas no
perfil lipidico. Na clinica diaria, apesar de raramente ser
motivo de interrupcdo do uso da isotretinoina, a elevagéo
dos triglicerideos, ndo raramente, gera preocupacao, levando
a reducdo das doses utilizadas até a normalizagdo labo-
ratorial.®

Diante do exposto, observou-se a necessidade de se
avaliar laboratorialmente os pacientes em inicio de trata-
mento com isotretinoina oral a fim de identificar possiveis
alteracoes lipidicas, hepéticas nos processos de coagulacédo
e presenca de anemia.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados exames laboratoriais de trinta paci-
entes de ambos o0s sexos, com idades variando de 14 a 50
anos (20,1 + 6,6 anos), que estavam em tratamento farma-
coldgico com isotretinoina oral. Foi preenchido um protocolo
de pesquisa contendo dados de identificagdo e indicacao
clinica do paciente, o qual foi utilizado para notificagdo dos
exames laboratoriais. Como critério de incluséo, considerou-
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se o diagnostico de acne grave (cistica, conglobata e
fulminans), critério basico e primordial para o uso do medi-
camento. Para exclusdo da pesquisa, tomou-se como para-
metros a gestacdo, amamentacao, hipersensibilidade a
isotretinoina ou parabenos, insuficiéncia hepatica, alteracdes
no metabolismo dos lipidios, expressas pelo nivel sérico de
triglicerideos acima de 500 mg/dL ou nivel sérico de coles-
terol acima de 300 mg/dL, e auséncia de condi¢cdes de com-
preender e executar as orientagdes médicas. O projeto de
pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Potiguar e todos os individuos
participantes da pesquisa ou seus representantes legais
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
apo6s serem informados sobre o protocolo de estudo.

A pesquisa se baseou em um estudo exploratério,
aberto, prospectivo de série de casos, através da andlise de
exames laboratoriais, onde foram anotados, em planilha
especifica, dados como sexo, idade, concentracédo de coles-
terol, triglicerideos, glicose, aspartato-aminotransferases
(AST) e alanina-aminotransferase (ALT), contagem de
plaquetas, tempo de protrombina, hematécrito e hemoglobina
de todos os pacientes, antes do inicio do tratamento e trés
meses apods 0 uso da isotretinoina oral

Todos os resultados dos exames laboratoriais foram
submetidos a calculos estatisticos, sendo utilizado o
programa Statistica versdo 7.0. De inicio, todos os dados
passaram por uma analise de normalidade com o intuito de
verificar se estes provinham de uma distribuicdo normal. A
normalidade foi calculada pelo teste de Shapiro-Wilk's W
test. Quando os dados apresentavam distribuicBes normais,
empregou-se um teste paramétrico para calcular o valor de
p, o teste usado foi o Teste T para variaveis dependentes, e
quando os dados néo partiam de uma distribuicdo normal, o
teste usado para calcular o valor de p foi o teste de Wilcoxon,
que é um teste ndo paramétrico.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra a distribuicdo dos trinta pacientes
agrupados em seis faixas etarias, onde a acne foi mais
comum em pacientes jovens, compreendendo as idades
entre 17-19 anos, totalizando 46,67% (14 pacientes),
enquanto na faixa etaria de 23-25 anos nao foi observado
nenhum paciente. Com relacdo ao sexo, observou-se pre-
dominio de pacientes masculinos, nas primeiras faixas
etarias 14-16 e 17-19 anos, com um total de trés e nove
pacientes, respectivamente, enquanto que, nas ultimas faixas
etarias, foi observado apenas o sexo feminino.

O perfil lipidico e glicidico dos trinta pacientes, antes e
trés meses apos o0 uso de isotretinoina oral (Tabela 2), mostra
diferenca estatisticamente significativa entre as concentractes
médias de colesterol e triglicerideos, 145,13 e 175,40 mg/dL,
85,91 e 117,73 mg/dL (p< 0,05 e p< 0,05), respectivamente. A
concentracdo média de glicose, antes e trés meses depois do
tratamento, foi de 81,03 e 79,04 mg/dL, respectivamente, e ndo
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foi observada diferenca estatisticamente significativa (p= 0,22.
Os resultados de AST e ALT (Tabela 3) encontram-se
dentro dos valores de referéncia antes e trés meses depois
de uso do medicamento, porém, observou-se alteracdo
estatisticamente significativa, p<0,05 para ambos.

A Tabela 4 revela a contagem média de plaquetas e o
tempo de protrombina (TP) dos pacientes antes e trés meses
depois do tratamento com isotretinoina oral, onde foi obser-
vada elevagdo do numero de plaquetas de 252.267 para
259.200 plaquetas/mm?3. A alteracdo apresentada mostra-se
com significancia estatistica, p<0,05.

As concentracdes médias de hematdcrito e hemo-
globina dos pacientes antes e trés meses depois do trata-
mento com isotretinoina oral mostraram uma diminuigdo
com significancia estatistica, p<0,05 para ambos os para-
metros (Tabela 5).

Tabela 1 - Faixa etaria, nimero de pacientes e frequéncia do sexo

Faixa etaria  Numero de Porcentagem Feminino  Masculino
dos pacientes pacientes (%)

14-16 anos 5 16,67 40% (2) 60% (3)
17-19 anos 14 46,67 35,71% (5) 64,29% (9)
20-22 anos 6 20 66,67% (4) 33,33% (2)
23-25 anos 0 0 - -
26-28 anos 4 13,33 100% (4) 0%
atoraue 29 1 3,33 100% (1) 0%

Total 30 100% - -

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 2 - Concentragdo média do colesterol, triglicerideos e glicose
antes e trés meses depois do uso de isotretinoina oral

Andlise realizada Concentragao média (mg/dL)

Colesterol
Antes 145,13
Depois 175,40
Triglicerideos
Antes 85,91
Depois 17,73
Glicose
Antes 81,03
Depois 79,04

plcolesterol) < 0,05 pltriglicerideos) < 0,05 p(glicose) = 0,22
Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 3 - Atividade média de AST e ALT antes e trés meses depois
de tratamento com isotretinoina oral

Analise realizada Concentragdo media (U/L)

AST
Antes 22,32
Depois 27,76
ALT
Antes 19,82
Depois 24,06

p(AST) < 0,05 p(ALT) < 0,05
Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 4 - Contagem média de plaquetas e TP antes e trés meses
depois do tratamento com isotretinoina oral

Contagem média de

Tempo de Protrombina

Periodo plaquetas (mm?) (seq)
Antes 252.267 12,94
Depois 259.200 12,98

plplaquetas) < 0,05 p(TP)=0,29
Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 5 - Média das concentragoes de hematdcrito e hemoglobina
dos pacientes antes e trés meses depois do tratamento com
isotretinoina oral

Periodo Hematdcrito Hemoglobina
% (g/dL)

Antes 42,16 14,53

Depois 39,03 13,38

p(hematécrito) < 0,05 p(hemoglobina) < 0,05
Fonte: Dados da pesquisa

DISCUSSAO

Foi observada uma maior frequéncia de acne entre os
adolescentes na faixa etaria de 14 a 19 anos e, nas demais
faixas, o nimero de pacientes foi reduzido. De acordo com
estudos epidemioldgicos realizados por Dreno et al.,™ a acne
€ uma condicdo bastante comum, afetando cerca de 80%
dos jovens entre 12 e 18 anos de idade, surgindo cada vez
mais precocemente, a partir dos 12 anos de idade. A acne
ndo atinge apenas adolescente, podendo persistir na fase
adulta.®? Habitualmente, a acne aparece na puberdade,
guando a estimulag&o androgénica promove a hiperproducao
de sebo, com hiperqueratinizacao folicular, colonizacdo por
bactérias Gram-positivas e inflamacgéo local.® A acne atinge
ambos 0s sexos, com uma maior persisténcia nos pacientes
do sexo feminino. Com relagdo ao sexo, observou-se predo-
minio de pacientes masculinos nas primeiras faixas etarias,
enquanto que o sexo feminino foi mais frequente e predo-
minante a partir da terceira faixa etaria.*®

O perfil lipidico dos trinta pacientes estudados mostrou
elevagdo nas concentragGes do colesterol e triglicerideos.
Estudo realizado por Schmitt et al.*® mostrou que, dos
noventa pacientes analisados, 28% desenvolveram altera-
¢Oes nos triglicerideos e 13%, no colesterol. Borges et al.t¥
constataram que 20% dos pacientes em tratamento com
isotretinoina apresentaram elevagédo nos niveis de coles-
terol. Entretanto, na maioria dos casos sem orientacao
dietética adjuvante, o perfil lipidico é restaurado apenas com
o término do tratamento, atingindo os valores controles dentro
de 2 a 4 semanas

Em termos de aumentos relativos, os acréscimos nos
niveis lipidicos se enquadram dentro dos limites clinicos
de normalidade. Apesar destas alteragcfes poderem
aumentar o risco de doencgas cardiovasculares, o tempo de
tratamento, em pessoas jovens, ndo é suficiente para
aumentar o risco de aterosclerose. No entanto, se o
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tratamento for efetuado por periodos muito prolongados,
em pacientes de risco, com hipercolesterolemia, o risco de
virem a desenvolver doengas cardiovasculares encontra-
se aumentado.®® As alteracdes relativas as variagbes de
triglicerideos e de colesterol podem ser atenuadas, através
da alteracdo de habitos alimentares, perda de peso e
reducdo da dose de isotretinoina.

Os aumentos nas aminotransferases foram obser-
vados no primeiro més de tratamento. Ap6s os dois primeiros
meses, 0s pacientes ndo desenvolveram alteracbes desses
pardmetros. Aumentos discretos sédo descritos em 5% a 35%
dos pacientes e essas anormalidades bioquimicas sdo
reversiveis, interrompida a medicagao.®¥

Estudo realizado por Brito et al.,*® em 150 pacientes
submetidos a tratamento com isotretinoina, mostrou variagao
discreta, quase insignificante, das enzimas hepaticas. Nessa
pesquisa, evidenciou-se elevacdo nos niveis das amino-
transferases, embora tenha ficado dentro dos valores de
referéncia. Entretanto, estes resultados podem significar a
necessidade de uma maior atengdo aos pacientes com risco
de hepatotoxicidade aumentada, como nos casos de consu-
mo excessivo de alcool, antecedente de hepatopatia e terapia
medicamentosa concomitante.

De acordo com Borges et al.,4 0 mecanismo exato
pelo qual a isotretinoina causa elevagédo nas enzimas hepa-
ticas € desconhecido. Acredita-se que os acidos retinoides
livres alterem a sintese de glicoproteina ou a expresséo
gendmica e produzam lesdo na membrana celular dos
hepatécitos.

Zane et al.,*” avaliando alterag6es laboratoriais, durante
0 uso de isotretinoina oral, afirmaram que a contagem de
plaguetas nao sofreu altera¢cfes, enquanto dados desta
pesquisa mostraram elevacdo das plaquetas apesar de
estarem dentro dos valores de referéncia. Quanto aos
resultados médios do tempo de protrombina, antes e trés
meses depois do tratamento com isotretinoina oral, neste
trabalho, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes.

Nesta pesquisa foram observadas altera¢cdes no
hematécrito e hemoglobina quando comparados os
resultados antes e trés meses apos o inicio do trata-
mento com isotretinoina oral. Borges et al.®¥ afirmam
que o uso da isotretinoina leva a alterac8es laboratoriais,
devido a toxicidade hepatica e hematolégica, além das
dislipidemias.

CONCLUSAO

O tratamento da acne justifica-se pela possibilidade
de evitar lesBes cuténeas, aparecimento ou agravamento de
transtornos psicolégicos ocasionados pelas lesfes. Os
resultados obtidos através dessa pesquisa mostram a
necessidade do acompanhamento laboratorial dos paci-
entes em uso de isotretinoina oral, a fim de monitorar o perfil
lipidico e hepatico.
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Abstract

Objective: Acne is commonly, a temporary manifestation of puberty,
more correlated with pubertal age than with chronological age. The
isotretinoin is a retinoid compound derived from vitamin A, chemically
known as 13-cis-retinoic, it is indicated for the treatment of severe
cystic acne and conglobata acne resistant to others ways of treatment.
The research aimed to identify the presence of lipid disorders,
hepatic, and coagulation processes and the presence of anemia in
patients who used oral isotretinoin for the treatment of severe acne.
Methods: This research was based on an exploratory, open,
prospective through laboratory analysis of thirty patients treated
with isotretinoin. Results: The concentrations of cholesterol and
triglycerides showed significant differences (p<0.05 and p<0.05,
respectively), when analyzing the results of tests performed before
treatment and three months after the initial oral use of isotretinoin.
The results of AST, ALT, platelet count and hemoglobin hematocrit
values were within the reference,however, statistically significant
changes were observed, p<0.05 for all parameters. Conclusion: It
can be concluded that monthly laboratory monitoring of each patient
is relevant, and that this contributes directly to the maintenance of
baseline laboratory values during oral treatment with isotretinoin.

Keywords
Isotretinoin; Triglycerides; Aspartate aminotransferases
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INTRODUGAO

Resumo

O objetivo do presente estudo foi analisar o perfil cariotipico de pacientes que deram
entrada no Hospital Universitario Antdnio Pedro-HUAP (Universidade Federal Fluminense),
durante o periodo de 2006 a 2010, com clinica de Sindrome de Down (SD), e determinar
a ocorréncia de cariétipos classicos, mosaicismos e translocacdes. Para avaliacdo do
cariotipo, foi realizada a técnica de bandeamento G, a partir de culturas de linfécitos. Dos
157 pacientes que tiveram avaliagdo cariotipica solicitada no Laboratério de Hematologia-
HUAP, 39 tinham clinica de SD, sendo que 32 apresentavam trissomia do cromossomo
21, um, translocacgédo 21q:21q e, dois, translocacéo 14q:21qg. Dois casos de mosaicismo
foram detectados. Duas amostras néo foram diagnosticadas como SD. Além disso, dois
casos ndo associados a suspeita clinica de Sindrome de Down foram diagnosticados
como trissomia do cromossomo 21. O diagndstico preciso da SD é fundamental para a
orientagao clinica adequada dos individuos afetados e para o fornecimento de informacdes
relevantes ao planejamento familiar. O presente estudo indica a ocorréncia destas
alterag6es genéticas na populagdo encaminhada ao Laboratério de Hematologia-HUAP,
para analise do perfil cariotipico, demonstrando que o diagnéstico laboratorial correto é
necessario para confirmar a clinica dos pacientes, salientando a importancia da interagéo
clinico-laboratorial.

Palavras-chave
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cromossomo 21. Além disso, fetos trissdmicos apresentam
maior risco de aborto.”® O diagndstico desta trissomia pode

A Sindrome de Down (SD) é uma anormalidade cro-
mossdmica em que se verifica uma copia extra do cromos-
somo 21, podendo ser caracterizada em trés cariétipos
especificos, a trissomia classica, com o cromossomo 21
adicional, responsavel por 96% dos casos da Sindrome,
translocacfes (2% dos casos) e 0s mosaicismos (2% dos
casos).® Além disso, a SD é uma das maiores causas de
disfuncdo mental,® estando relacionada com anorma-
lidades neurolégicas,® cardiopatias congénitas,® defici-
éncias imunohemotolégicas, como leucemias,® e déficit
cognitivo.

A trissomia completa do cromossomo 21 ocorre devido
a um evento nado disjuncional, durante a gametogénese,
geralmente na primeira divisdo celular da meiose.® Segundo
Epstein e colaboradores,® um em cada 700 nascidos vivos
em todos 0s grupos étnicos apresentam a trissomia do

ser realizado no exame pré-natal ou ap6s o nascimento do
individuo, através da analise cariotipica.

Para elucidar quais genes estdo ligados a manifes-
tacdo das caracteristicas associadas a SD, estudos de
associacao gendmica e modelos com animais transgénicos
tém sido realizados, contribuindo para associa¢do de genes
como DYRKI1A, que, em sua expressdo acentuada, pode
resultar em déficit cognitivo.® A incidéncia precoce da
doenca de Alzheimer esta provavelmente relacionada a
triplicacdo do gene codificador da proteina precursora
amiloide, conhecida como fator de risco para o desenvol-
vimento da doenca, presente no cromossomo 21.09 A
trissomia do cromossomo 21 também afeta a hema-
topoiese, como demonstrado através da expansédo da
populacdo de progenitores eritroides-megacariocitos no
figado de fetos abortados portadores da SD.®”
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No Brasil, pesquisas para se estudar a ocorréncia
dos diferentes tipos de cari6tipos sdo necessarias para a
definicdo de uma conduta clinica adequada aos familiares
que convivem com pacientes com Sindrome de Down.

MATERIAL E METODOS

Amostras de 157 pacientes foram encaminhadas ao
Laboratério de Hematologia do Hospital Universitario
Antbnio Pedro (HUAP) da Universidade Federal Fluminense
(UFF), para avaliagdo do perfil cariotipico, entre o periodo
de 2006 a 2010. Dessas, 138 eram de sangue periférico e
as demais eram de liquido amnidtico (13), sangue fetal (3),
medula éssea (2) e fragmento de endométrio (1). Apds a
assinatura do termo de consentimento livre esclarecido,
aprovado pelo Comité de Etica (CMM HUAP 16/03), o
sangue dos pacientes foi coletado em tubos contendo
heparina sddica. A analise do cari6tipo foi procedida,
segundo o protocolo sugerido por Caspersson e colabo-
radores,™ com algumas modificagdes.

Para a analise do cariétipo, foi necessaria a cultura
e o processamento de linfocitos, realizada em tubo conico,
contendo 1 mL da amostra do paciente e 4 mL do meio
RPMI 1640 com 1 mL de soro bovino fetal (SBF) (Vitrocell).
Além disso, adicionaram-se 100 pL do fator mitogénico
fitohemaglutinina (PHA) (Vitrocell) e os tubos foram
incubados a 37°C, durante 72 horas. Noventa minutos
antes do término da incubacdo, 100 uL de colchicina
(10 UG/mL - Vitrocell) foram adicionados a cultura. Apés a
incubacéo, a cultura foi centrifugada, a 1500 rpm, por 10
minutos e o sobrenadante descartado. Posteriormente,
completou-se o tubo até a marca de 7 mL com solugdo
hipoténica de KCI 0,075 M, incubando por 20 minutos, a
37°C. Apos esse tempo, acrescentou-se a cultura cerca
de 15 a 20 gotas do fixador de Carnoy (solugcdo 3:1 de
metanol e acido acético), centrifugando a solugéo, por 10
minutos, a 1500 rpm, com descarte do sobrenadante, o
que promoveu a hemdlise celular. Esta Ultima etapa foi
repetida até o sobrenadante se tornar limpido e o pellet, o
mais branco possivel. A amostra foi armazenada entre 2 a
8°C.

Para confeccdo de laminas, a amostra foi gotejada
sobre as mesmas, com o auxilio de uma pipeta, a partir de
uma altura entre 40 e 60 centimetros. Posteriormente, as
laminas foram armazenadas, em estufa, a 37°C, de um a
trés dias, para que o envelhecimento ocorresse, permitindo
um melhor resultado no bandamento G.

Decorrido o tempo de envelhecimento, as laminas
foram mergulhadas em solucéo de tripsina a 0,025%,
durante trés segundos. Este procedimento foi realizado
uma vez para cada dia em que a lamina foi mantida na
estufa durante o envelhecimento. A tripsina desnatura as
proteinas cromossdmicas, que se tornam passiveis de
coloracdo pelo método de Giemsa, apresentando um
padrdo de bandas pré-definido. Terminada a digestao, a
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ldmina foi mergulhada em solugcdo com tampéo fosfato,
bloqueando o efeito da tripsina.

A coloracédo foi feita pelo corante de Giemsa. As
laminas foram, entdo, mergulhadas na solugdo em Jarro
de Coplin, por 15 minutos, sob agitacdo. Em seguida, foi
feita a lavagem, em agua corrente, e, apés a secagem, as
laminas foram visualizadas no microscépio.

Foi realizada a analise microscopica de 20 a 50 meta-
fases, para se obter um resultado significativo. Uma meta-
fase ideal é aquela em que os cromossomos atingem o
maior grau de condensacdo e se rompem, expondo o cro-
mossomo com pouca ou nenhuma sobreposi¢cdo. Uma vez
encontrada, foram realizadas as contagens dos cromos-
somos. Apés a quantificagéo, foi feita a analise qualitativa
desses cromossomos. Essas andlises foram realizadas
simultaneamente. A andlise qualitativa foi realizada compa-
rando-se os tamanhos e o padrdo de bandeamento apre-
sentado por cada cromossomo. A metafase foi, ainda,
fotografada e montada paralelamente para permitir uma
melhor comparacdo das caracteristicas dos cromos-
somos.

Os cromossomos foram classificados aos pares, em
ordem decrescente de tamanho, e ordenados em sete
grupos distintos (A-G). Também foram classificados em
relacdo a posi¢cdo do centrémero, em metacéntricos
(centrémero central), submetacéntricos (centrbmero em
regido intermediaria entre o ponto médio e extremidade
do cromossomo) e acrocéntricos (centrémero proximo a
uma extremidade).

Através da comparacdo destas caracteristicas e do
padrdo de bandeamento exibido por todos os cromos-
somos, foi possivel identifica-los e diagnosticar as
anomalias. Os cromossomos sexuais foram classificados
a parte, pois no sexo masculino ndo ocorre formagédo de
pares.

RESULTADOS

Dos 157 pacientes que tiveram avaliagdo cariotipica
solicitada no HUAP-UFF, 39 (24,8%) apresentaram clinica
compativel com sindrome de Down, com idades variando
entre 1 dia a 18 anos de idade, onde 20 foram do sexo
feminino e 19 do sexo masculino.

Por meio da andlise dos caridtipos pertencentes aos
39 pacientes com suspeita de SD, 32 casos estavam asso-
ciados a trissomia simples (82,1%), um caso a translocacéo
21g:21q (2,6%) e dois casos a translocacédo 14q:21q (5,1%).
Além disso, houve dois casos de moisacismo detectados
(5,1%). Entretando, dois pacientes ndo obtiveram resultados
compativeis com a trissomia do cromossomo 21, ndo sendo
diagnosticados como portadores da Sindrome de Down
(Tabela I).

Dois pacientes com suspeita clinica de outras sindro-
mes genéticas apresentaram cariotipo compativel com
Sindrome de Down.
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Tabela | - Distribuicdo dos 39 pacientes com clinica de SD de acordo
com o resultado obtido apds realizacdo do cariétipo e distribuicdo dos
sexos dos pacientes

Sexo
Resultado N® amostras (%) Feminino (n) Masculino (n)
Trissomia simples 32 (82,1%) 16 16
Mosaicismo 2 (5,1%) - 2
Translocacao 14q:21q 2(51%) 1 1
Translocagdo 21q:21q 1(2,6%) 1 -
Nao apresentaram 2(5,1%) 2 o
trissomia
Total de amostras 39 20 19
DISCUSSAO

As malformacdes congénitas e as doengas genéticas
estdo incluidas entre as principais causas de mortalidade
infantil nos paises da América Latina. Contudo, estas nédo
recebem a devida atencdo das esferas governamentais, em
parte porque os principais problemas de salde que deter-
minam morbidade e mortalidade infantil possuem origem
socioeconémica e ambiental.®? Estima-se que as anomalias
cromossdmicas atinjam, no minimo, 7,5% de todas as con-
cepcgdes, no entanto, a maior parte destes conceptos sofre
abortos espontaneos.” Considera-se, ainda, que a fre-
quéncia de aberracdes cromossdmicas, em abortos, seja
ao redor de 50% e, entre os nativivos, 0,6%.®®

Estudos mostram que a frequéncia de aberragfes cro-
mossémicas para SD detectada em abordagens similares
as do presente trabalho, como aqueles realizados no Labo-
ratério de Citogenética do Hospital Universitario da UFSC,
no Laboratério de Citogenética Humana da Unicamp e no
Hospital Universitario Pedro Ernesto da UERJ, apresentam
valores compativeis (22%, 32,9% e 37,9%, respectivamente)
com a frequéncia encontrada no Hospital Universitario
Anténio Pedro, da UFF (24,8%), onde foi conduzida esta
pesquisa. 410

A Sindrome de Down (SD) é a causa genética mais
comum de déficit cognitivo na populacéo, ocorrendo em um
a cada 700 recém-nascidos vivos."®) A trissomia do 21
(47,X*,+21), o caridtipo mais comum da SD, é causada por
um evento meidtico ndo disjuntivo. Durante a meiose, a
ocorréncia desse evento previne a separacdo adequada dos
cromossomos homélogos ou das cromatides irmas.® A
maioria dos casos de sindrome de Down (~96%) é devida a
trissomia livre do cromossomo 21, com a maior parte das
ndo disjun¢des proveniente do gameta materno. Esta maior
frequéncia da trissomia livre do cromossomo 21 também foi
evidenciada, neste estudo, que relata que, dos 37 pacientes
com diagnoéstico confirmado de SD, 32 apresentaram trisso-
mia livre do cromossomo 21 (86,5%).

Os fenotipos de translocagao ocorrem quando uma
copia extra do cromossomo 21 esta presente em todas as
células do individuo, acoplado a outro cromossomo (14 ou
21).%9 Todas as outras configuracdes, diferentes das encon-
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tradas nos cromossomos 14 e 21, sédo letais. A sindrome de
Down por translocacao ocorre em ~2% dos casos.® Sua
prevaléncia é a mesma em gametas femininos e masculinos
e ndo é afetada pela idade dos pais. Entretanto, no presente
estudo, verificamos que o numero de casos de translocacao
entre os 37 individuos com SD foi de 10,8%, valor elevado
em relacdo aos valores encontrados na literatura.

Casos de mosaicismo podem ocorrer apos a concep-
¢do, durante o inicio das divisfes celulares mitéticas, levando
apenas uma parte das células do corpo a apresentarem a
trissomia do 21 (mosaicismo mitético), ou quando um em-
brido é formado a partir de um zigoto trissdbmico; contudo,
uma linhagem de células perde a copia extra do cromos-
somo 21 e reverte para o arranjo cromossémico normal
(mosaicismo meidtico). Ha grande variabilidade na fracédo
de células do corpo que apresentam a trissomia. Esta é a
causa de ~2% a 4% de todos os casos de sindrome de
Down observados.®V Na presente avaliagdo, os dados obti-
dos em relacdo aos casos de mosaicismo, dentre as 37
amostras, foi de 5,4%, valor compativel aos verificados na
literatura.

CONCLUSAO

O diagnéstico preciso da SD é fundamental para a
adequada orientacao clinica aos pacientes e familiares com
respeito ao risco de recorréncia na propria familia. Este traba-
lho mostra a incidéncia dessas alterac6es na populagéo
atendida no HUAP-UFF. A alta frequéncia de anomalias, nesta
populacédo, demonstra o correto encaminhamento, por parte
dos clinicos, e reflete a necessidade de expansdo dessa
atividade, destacando a interagdo entre a clinica e o labo-
ratorio.
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Abstract

The objective of this study was to analyze the karyotypic profile of
patients admitted to Anténio Pedro Universitary Hospital-APUH
(Fluminense Federal University) during the period 2006 to 2010,
with Down syndrome (DS) suspect, and determine the occurrence
of classical karyotypes, mosaicism and translocations. To assess
the karyotype a G banding technique was performed from cultures
of lymphocytes. Of the 157 patients that requested karyotypic
assessment on the Hematology Laboratory-APUH, 39 had DS clinic,
of which 32 presented trisomy of chromosome 21, one had a
translocation of 21qg:21q, and two patients had 14qg:21q
translocation. Two cases of mosaicism were detected. Besides,
two cases not associated with clinical suspicion of DS were
diagnosed as trisomy of chromosome 21. Accurate diagnosis of
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Down syndrome is critical to proper clinical management of affected
individuals, as well as to provide relevant information to family
planning. The present study indicates the occurrence of these
genetic changes in populations served and referred to the
Hematology Laboratory - APUH for karyotypic analysis of the profile,
and demonstrates that the correct laboratory diagnosis is needed
to confirm the clinical assessment of patients, stressing the
importance of clinical-laboratory interaction.
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Down Syndrome; Karyotype; Trisomy; Moisacism
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Resumo

A tecnologia do eletrodo ion-seletivo (ISE) direto determina a concentragéo de eletroélitos
no componente plasmatico do sangue total ou em outros tipos de amostras néo diluidas.
Este estudo objetivou determinar a ocorréncia de diferencas significativas entre os
resultados de sédio, potassio e cloretos obtidos por um analisador de gases sanguineos/
eletrélitos integrados, método ISE direto, entre amostras de soro e de sangue total
arterial. Foi feito um estudo retrospectivo, prospectivo, quantitativo, por meio de busca
de dados em arquivo do Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario do
Oeste do Parana (HUOP). Nesta pesquisa, foram incluidas 206 amostras de pacientes
admitidos no HUOP de diferentes setores, de ambos os géneros e com idade variada.
Todos os resultados foram comparados pelo Teste de Wilcoxon, com um p 0,05 indicando
significancia estatistica. Observou-se diferenca significativa entre os valores dos
constituintes potassio (p=0,0003) e soédio (p=0,035) obtidos a partir de soro e sangue
total arterial, pelo método ISE direto. Porém, ndo houve diferenca significativa entre os
valores de cloretos obtidos a partir desses dois tipos de amostras.

Palavras-chave

Eletrodo ion seletivo; Eletrélitos; ISE direto

INTRODUGAO

O equilibrio dos ions nos tecidos é de grande impor-
tancia fisiolégica, pois as alteracdes eletroliticas quase
sempre se manifestam como multiplos distirbios, exigindo
avaliacdo criteriosa do estado clinico geral do paciente e
abordagem terapéutica apropriada.®#

Sensores eletroquimicos sdo adequados para as
determinacdes de metabdlitos de interesse na quimica
clinica, pois apresentam maior sensibilidade, seletividade,
portabilidade, menor tempo de resposta e baixo custo.®

Dentre as técnicas eletroquimicas, a potenciometria &
a mais comumente empregada e envolve a medida de um
potencial gerado por uma célula sob condicdes essenciais
de equilibrio.® Desta forma, a potenciometria, utilizando
eletrodos ion-seletivo (ISE), pode oferecer uma maneira mais
simples e conveniente de determinar os valores fisiolo-
gicamente ativos das espécies idnicas.” Estas determi-
nacdes podem ser feitas por duas metodologias, o ISE
DIRETO e 0 ISE INDIRETO.®

A tecnologia ISE direto determina os eletrélitos no
componente plasmatico do sangue total ou em amostras
ndo diluidas, como, por exemplo, soro, plasma ou outros
fluidos biolégicos.® Este tipo de tecnologia é empregado,
predominantemente, em analisadores "point-of-care"
(POCT), tradicionalmente referidos como analisadores de
gases sanguineos, e em alguns analisadores labora-
toriais.®)

Para as tecnologias ISE direto, as amostras néo dilui-
das sado fornecidas ao equipamento que mede a atividade
ou a fracao fisiologicamente relevante do ion de interesse,
ndo sendo afetado pelas mudancas das concentra¢des dos
s6lidos, como lipidios ou proteinas.®

Na tecnologia ISE indireto, a amostra de plasma, soro
ou liquidos bioldgicos sofre uma diluigdo prévia com um
diluente que apresenta determinada for¢a idnica antes que
sejam medidas as concentragées.®?

Muitos estudos tém demonstrado existir diferencas
entre as determinacdes das concentragdes dos eletrélitos
sédio, potassio e cloretos, quando ha variagdo no tipo de
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matriz da amostra, e frente as variaveis pré-analiticas, como
contetido de amostra (drogas, metabdlitos e produtos a base
de plantas), coleta de amostras, local de coleta (arterial,
venosa, capilar), tratamento e armazenamento da amostra.®

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
se houve diferencas entre os resultados dos eletrélitos
sodio, potassio e cloretos obtidos por um analisador de
gases sanguineos/eletrélitos integrados (metodologia ISE
direto), a partir de dois tipos de amostras, soro e sangue
total arterial.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo e prospectivo,
guantitativo, com 206 amostras de sangue de pacientes
admitidos no Hospital Universitario do Oeste do Parana —
HUOP, de ambos os géneros, com idade variada, prove-
nientes de diferentes enfermarias, para avaliar se ha diferencga
significativa entre os resultados de eletrélitos sodio, potassio
e cloretos, obtidos por um analisador de gases sanguineos/
eletrolitos integrados pelo método ISE direto, a partir de soro
e sangue total, ambas amostras arteriais.

Para o estudo retrospectivo, foi feita uma pesquisa dos
resultados destes eletrélitos, determinados por um anali-
sador de gases sanguineos/eletrolitos integrados, pelo
método ISE direto, armazenados em banco de dados do
Laboratério de Andlises Clinicas do HUOP.

Por meio de requerimento médico especifico, em
atencao a necessidade diagnostica e de tratamento do
paciente, foram coletadas amostras para analise no equi-
pamento Cobas B 121® (Roche).

Para obtencdo de sangue total arterial, as amostras
foram coletadas com seringas eletrdlito-balanceadas, con-
tendo anticoagulante heparina litica (PICO 50®, Radio-
meter®). Estas amostras foram analisadas dentro de um
periodo de 30 minutos, ap6s a puncgédo arterial, no equipa-
mento de gases sanguineos/eletrolitos integrados, para se
evitar a interferéncia no resultado, devido ao armazenamento
e/ou processamento inadequados.

Para obtencdo de amostras de soro arterial, as mes-
mas foram coletadas por meio de sistema de coleta a vacuo,
com emprego de tubos de plastico, contendo ativador de
coagulo, gel separador e agulhas (BD Vacutainer®, Becton
Dickinson®). Estas amostras foram obtidas apos formacéo
e retracdo do coagulo sanguineo, seguida de centrifugacao
imediata, a 3200 rpm, por 5 minutos, para também se evita-
rem interferéncias por armazenamento e processamento
inadequados.

Os responsaveis pela coleta e manuseio das amostras
de soro e de sangue total arterial foram instruidos quanto as
possiveis interferéncias pré-analiticas decorrentes de proce-
dimentos inadequados durante a coleta e transporte de
amostras.

Neste estudo, ndo foram considerados como critério
de exclusdo amostras com concentra¢cdes alteradas de
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lipidios e proteinas sanguineas.

Ambas as amostras sanguineas foram prontamente
analisadas e os resultados comparados.

Este trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Univer-
sidade Estadual do Oeste do Parana, protocolo nimero 476/
2010.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com auxilio do pro-
grama R Development Core Team, 2009. Os resultados
foram apresentados como média + SD e coeficiente de
variacdo, com um p< 0,05, indicando significancia
estatistica. Como os dados relativos a cada variavel séo
independentes, isto €, sem simetria, foram utilizados testes
ndo paramétricos, como o teste de Shapiro-Wilk e o teste
de Lilliefors. Considerou-se nestes testes o p-valor para
aceitar ou rejeitar a hipotese nula de que os dados tém
distribuicdo gaussiana. Para a comparacdo entre os
resultados das amostras de soro e sangue total arterial,
obtidos por meio do emprego da tecnologia ISE direto, foi
utilizado o teste de Wilcoxon (teste ndo paramétrico).

RESULTADOS
Os dados relativos a cada variavel ndo apresentaram

distribuicdo gaussiana (Teste de Shapiro-Wilk, e Teste de
Lilliefors), conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Estatistica da distribuigao de frequéncia dos dados

SK STK SNA STNA  SCL STCL
Media 4,32 411 1386 137,38 103,82 102,79
sS.D 0,76 0,74 7,75 735 553 52
C.V(%) 17,64 18,04 5,59 535 533 5,06
S-w <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,002 <0,001
K-S <0,001  <0,001 0,024 0,001 0,015 0,015

Skewness <0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,006 0,006
Minimo 2,25 244 1042 1184 90,6 90,6
Maximo 7.5 7,54 1865 1866 1238 122,3

SK: soro arterial potassio (K+); STK: sangue total arterial potassio (K+);

SNA: soro arterial sodio (Na+); SGTNA: sangue total arterial sodio (Na+);
SCLG: soro arterial cloreto (CI-); STCL: sangue total arterial cloreto (Cl-).
S.D. Desvio padrao; C.V.: Coeficiente de variagdo; S-W: Teste de Shapiro-
Wilk, com a hipdtese nula de que os dados tém distribuigdo gaussiana;

K-5: Teste de normalidade de Lilliefors. Skewness: Teste d'Agostino para
assimetria, p valor para hipétese alternativa de que os dados sdo assimetricos

Nenhuma transformacgéo foi possivel para que os
dados se ajustassem ao critério de "normalidade"”, com o
proposito de suportar testes paramétricos. Além disso,
nenhuma variavel apresentou simetria na distribuigdo, o que
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impediu a aplicacdo do teste t-Student, para comparagfes
de médias.

A partir do p valor mostrado na Tabela 2, observa-se
gue os constituintes so6dio e potassio apresentaram um
p<0,05, indicando, portanto, que houve diferencas
significativas entre as medidas de soro e sangue total arterial
utilizando ISE direto (gasémetro).

Tabela 2 - Comparacao entre amostras de sangue total e soro
arterial utilizando ISE direto (gasometro)

SK/STK SNA/STNA  SCL/STCL
Teste de Wilcoxon 25548 23764 23576
p-value 0,0003402 0,03517 0,05108

SK: soro arterial potassio (K*); STK: sangue total arterial potassio (K*); SNA:
soro arterial sodio (Na™); SGTNA: sangue total arterial sodio (Na*); SCLG:
soro arterial cloreto (Cl7); STCL: sangue total arterial cloreto (CI7).

Estas diferencas podem ser também visualizadas na
Tabela 1, que ilustra os resultados estatisticos de cada
constituinte nos dois tipos de amostras estudadas. Observa-
se que a média dos resultados do potassio sérico arterial
foi superior comparada ao sangue total arterial. O mesmo
ocorreu com o sodio sérico arterial que apresentou um
p<0,05. Por sua vez, o cloreto apresentou um p>0,05, ndo
havendo, assim, diferenca estatisticamente significativa
entre os resultados derivados de ambas as matrizes amos-
trais.

DISCUSSAO

Para a determinacéo de sddio, potassio e cloretos com
o emprego do método ISE direto, a amostra foi exposta
diretamente, sem necessidade de prévia diluicdo,*® sendo,
em seguida, avaliada a atividade fisiologicamente relevante
do ion de interesse, nao havendo influéncia da concentracéo
de solidos, como lipidios e proteinas.®

O método ISE direto fornece uma estimativa mais acu-
rada de sodio, potassio e cloretos e, portanto, deve ser
empregado, preferencialmente, para tomadas de decisdo
clinica.®

Para qualquer metodologia existe a possibilidade da
ocorréncia de interferentes e, assim, levar a obtencédo de
resultados falsos ou inadequados. Entre as fontes de inter-
feréncia, uma de importancia determinante € o tipo de amos-
tra (soro, sangue total, plasma, urina e outros liquidos biol6-
gicos).®

Neste trabalho, analisaram-se os dados de sédio,
potéssio e cloretos obtidos pelo uso de um analisador de
gases sanguineos/eletrélitos integrados, marca Cobas®,
modelo B 121® (método ISE direto), a partir de dois tipos de
amostras, sangue total arterial e soro arterial.

Empregando-se ferramentas estatisticas, diferencas
significativas foram encontradas entre os resultados de sodio
e potassio, porém, para o constituinte cloreto, ndo houve
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diferencgas significativas entre os resultados obtidos com os
dois tipos de amostras aqui avaliadas.

Os dados demonstraram valores mais elevados de
potassio no soro arterial, quando comparado com o sangue
total arterial (p<0,05). Isso pode ocorrer pela presenca de
hemolise. Essa interferéncia € uma das causas mais
comuns de resultados falsamente elevados de potassio.®
Uma maior probabilidade de se obterem amostras hemo-
lisadas ocorre quando a amostra é centrifugada antes da
coagulacao ser concluida, o que pode levar a valores
elevados de potassio sérico. No entanto, amostras apa-
rentemente hemolisadas ndo foram analisadas, no pre-
sente trabalho, pois a hemolise causaria hipercalemia
ficticia linearmente dependente da concentracgdo final de
células sanguineas lisadas.V

Ocasionalmente, contudo, valores falsamente
elevados de potassio podem ser encontrados na presenca
de leucocitos frageis, em geral, vistos em leucemias
linfociticas cronicas. Estas células frageis, quando
presentes em altas concentragdes, rompem-se com 0
menor impacto mecénico, como na centrifugacdo, o que
poderia levar também a falsos aumentos nos resultados
de potassio.®1213

Outros estudos relataram, ainda, que um retardo de
cerca de 45 minutos na separagao das células san-
guineas, mantidas em temperatura ambiente, de pacientes
com leucemia proé-linfocitica das células T, pode ocasionar
uma extrusdo de potassio das células para o soro,
acarretando, portanto, a ocorréncia de um falso aumento
desse constituinte.® Resultados falsamente elevados
também foram observados em amostras séricas de paci-
entes com trombocitose, mantidas nas mesmas condi-
¢Oes pré-analiticas.®

Além dos interferentes mencionados, a medida que a
atividade celular diminui, altera-se a captagao ativa de
potassio pelas células sanguineas, e a bomba de Na*, K*-
ATPase torna-se inefetiva, ndo conseguindo manter o
balanco eletrolitico. Assim, o potassio € liberado das células
para o exterior, causando também um falso aumento.®

Quando forem encontrados resultados de potassio
superiores a 5,4 mmol/L, recomenda-se que as determi-
nacdes sejam repetidas, utilizando-se heparina litica, e a
contagem de plaquetas seja averiguada.®®

O segundo constituinte estudado foi o sddio que,
assim como o potassio, apresentou a média dos resultados
no soro arterial superior a do sangue total arterial.

Estudos anteriores encontraram interferéncias nega-
tivas nas determinag¢des de sédio quando foram utilizados
tubos capilares com heparina, com 130 a 200 unidades/mL,
em diversos analisadores. No entanto, estes mesmos auto-
res ndo observaram interferéncias nos valores de soédio,
quando utilizaram tubos capilares eletrélito-balanceados
com doses menores de heparina (50 unidades/mL).(&1"
Foi observada também redugdo nos resultados de sodio,
em analises realizadas em equipamento Ektachem 750
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(Ortho-Clinical Diagnostics®, Rochester, NY, E.U.A.), que
emprega, igualmente, a metodologia de ISE direto, quando
as amostras apresentavam elevadas concentragdes de
heparina pela utilizacéo, na coleta, de cateter de dialise.*8

Os dados encontrados nesta pesquisa indicaram
existir diferencas significativas entre os resultados de sédio
de amostras de soro e de sangue total arterial, mesmo
com o emprego de seringas eletrolitos-balanceadas. Como
possivel causa desse menor valor de sodio, no sangue
total arterial obtido com tubos elerdlitos-balanceados, seria
a coleta de volume inadequado de amostra sanguinea,
principalmente em amostras pediatricas, o que levaria a
um excesso de heparina, determinando, assim, a obteng&o
de resultados diminuidos de sédio.®20)

Por fim, o terceiro constituinte analisado foi o cloreto,
o qual ndo apresentou diferencas significativas entre os
dois tipos de matriz. O cloreto é estimado pela equagédo
de Nikolski-Eisenman, ja que ndo ha um ionéforo per-
feitamente especifico para cloretos.?? Compostos como
brometo, iodeto, tiocianato, salicilato, bicarbonato e a
heparina podem interferir nessa determinacgdo, porém,
apenas o bicarbonato é geralmente considerado um
importante interferente.??

Os dados reportados neste estudo concordam com a
literatura e sugerem que a heparina empregada para coleta
de amostra sanguinea nao interferiu de forma significativa
nos resultados de cloretos pelo sistema ISE direto.

CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados mostraram que ha
diferengas entre os valores de sédio e potassio obtidos a
partir de diferentes tipos de amostra e estas podem ser
devidas a variaveis pré-analiticas inerentes a forma de
obtencdo destas amostras.

Estudos comparativos com diferentes tipos de amostra
ou formas de processamento de amostras sdo altamente
desejaveis, principalmente quando possiveis interferentes
podem vir a comprometer os resultados, gerando interpre-
tacdes errbneas pelo médico e acarretando prejuizos ao
paciente.

Abstract

The direct ion-selective electrode (ISE) technology determines the
concentration of electrolytes in the plasma component of whole
blood or other types of undiluted samples. This study aimed to
determine the occurrence of significant differences between the
results of sodium, potassium and chloride obtained by a blood gas
analyzer/electrolyte integrated, direct ISE method, from arterial
serum and whole blood samples. This was a retrospective,
prospective, and quantitative study, made by means of a search of
data printed and stored in a database of the Laboratory of Clinical
Analysis of the University Hospital of the West of Parana (HUOP).
In this study, were included 206 samples of patients admitted to the
HUORP, in different sectors, of both genders and varied ages. All the
results were compared using the Wilcoxon Test, with a p < 0,05
indicating statistical significance. There was a significant difference
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between the values of the potassium (p=0,0003) and sodium (p=0,035)
obtained from arterial serum and whole blood samples by direct ISE
method. However, there was no significant difference between the
values of chloride obtained from this two kind of samples.

Keywords
lon-selective electrode; Electrolyte; Direct ISE
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: A prevaléncia de altera¢des no perfil lipidico de transplantados renais é muito
alta, sendo a doenca cardiovascular uma das principais causas de mortalidade nesses
pacientes. Mesmo ap6s o transplante renal, as complicag6es cardiacas ndo diminuem. O
objetivo foi avaliar o perfil lipidico de pacientes transplantados renais em uso de terapia
imunossupressora e relacionar qual dos imunossupressores estaria associado a
alteragdes no perfil lipidico. Métodos: Estudo retrospectivo realizado com 186 pacientes
em terapia imunossupressora pés-transplante renal com ciclosporina, tacrolimus ou
sirolimus. Foram coletadas amostras dos pacientes que realizaram transplante renal
entre 2002 e 2007, na Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, e que
foram incluidos na pesquisa. Resultados: Foi observado que os niveis de colesterol
aumentaram nos pacientes em uso de ciclosporina e sirolimus, independentemente do
tempo de tratamento. A analise da concentracdo sérica dos triglicerideos mostrou
diminuicéo, ap6s 24 meses, no grupo que fazia uso de sirolimus. O HDL-C mostrou-se
mais elevado em todos os grupos, independente do tempo, ap6s o transplante renal.
Quanto ao LDL-C, verificou-se diminuicdo com o passar do tempo de tratamento no
grupo que fazia uso de ciclosporina. A razédo colesterol total/HDL-C diminuiu com o
tratamento de ciclosporina e de tacrolimus apds 24 meses. Concluséo: Os resultados
sugerem que o tacrolimus e a ciclosporina séo 0os imunossupressores menos prejudiciais
ao perfil lipidico dos pacientes transplantados renais, no entanto, o sirolimus esta
associado a maior alteragdo no perfil lipidico, podendo levar os pacientes a um pior
prognéstico cardiaco.

Palavras-chave
Ciclosporina; Sirolimo; Tacrolimo; Imunossupressores

Embora seja um imunossupressor amplamente utilizado,
provoca nefrotoxicidade e aumento dos fatores de risco

O uso dos imunossupressores ciclosporina (CSA),
tacrolimus (TACR) e sirolimus (SIRO), em transplantados
renais (TxR), tem sido fortemente associado a dislipopro-
teinemia poés-transplante.®? Os inibidores da calcineurina,
como CSA e o TACR, baseados no sitio de agdo imunorre-
gulatério, sao supressores da transcricdo do primeiro sinal
para ativagdo do linfécito T, j& o SIRO, que ndo apresenta
efeito sobre a atividade da calcineurina, inibe a ativacéo e
proliferacéo do linfocito T, inibindo a progresséao da fase G1
para a fase S do ciclo celular.®

A CSA é sintetizada pelo fungo Tolypocladium inflatum
gans e age bloqueando a enzima 25-hidroxilase no meta-
bolismo de sintese dos acidos biliares, circula associada
as lipoproteinas, sendo metabolizada via citocromo P450.?

cardiovascular, por aumentar os niveis de lipoproteina de
baixa densidade (LDL-C) e promover aumento dos niveis
de triglicerideos circulantes, através da inibicdo da lipase
lipoproteica. Esta droga constitui 0 imunossupressor mais
relacionado ao ganho de peso, a elevagdo da pressédo
arterial sanguinea e de lipideos circulantes.“®

O TACR é um antibiético macrolideo sintetizado por
Streptomyces tsukubaensis, metabolizado pelo citocromo
P450, subfamilia 3A.® Em relacgéo a toxicidade é semelhante
a CSA, entretanto, exerce menos efeito sobre o perfil lipidico,
e estudos recentes demonstram que esse imunossupressor
relaciona-se ao aumento do risco para o aparecimento de
diabetes mellitus.®4 Alguns dados sugerem que o uso de
TACR esta associado a reducgédo significativa do nivel sérico
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de colesterol total, em comparacéo com CSA.®® As diferencas
clinicas e metabdlicas entre a CSA e o TACR ainda nao foram
totalmente compreendidas, mas observa-se maior desen-
volvimento de hipertenséo, hipercolesterolemia e hipertrigli-
ceridemia na terapia com CSA, em comparacdo ao trata-
mento com TACR.®19

O SIRO é um potente imunossupressor, estrutural-
mente semelhante ao TACR e vem sendo utilizado ampla-
mente, pois tem sido mais efetivo que a terapia convencional,
em reduzir a ocorréncia e a severidade de rejeicdo do 6rgao
transplantado. E sintetizado pelo actinomiceto Streptomyces
hygroscopicus e seus principais efeitos colaterais sdo hiper-
trigliceridemia e hipercolesterolemia associada a trombo-
citopenia.®” Estudos demonstram que essa droga aumenta
os fatores de risco para hiperlipidemia poés-transplante e
aumenta o risco cardiaco, sendo tdo prejudicial quanto a
CSA para pacientes TxR.*489

A aterosclerose é uma causa frequente de morbidade
e mortalidade em pacientes com doenca renal crénica
(DRC), principalmente quando chegam ao estado terminal
da doenca.® A dislipidemia, um importante fator de risco
para as doencgas cardiovasculares em pacientes com DRC,
tem sido de dificil definicdo e, infelizmente, as alteracdes
no perfil lipidico e complicagdes cardiacas continuam
mesmo depois do TxR.®0

As anormalidades lipidicas mais comuns obser-
vadas durante a pré-didlise dos pacientes candidatos ao
TxR incluem aumento dos triglicerideos, diminuicdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL-C), aumento da con-
centragdo de lipoproteina A e de lipoproteinas de densi-
dade muito baixa (VLDL-C). Assim como o acumulo de
lipideos oxidados, os niveis séricos de colesterol total e
LDL-C encontram-se normais ou ligeiramente reduzidos
nesses pacientes, mesmo ap6s o TxR.®9

A prevaléncia de dislipidemia em todos os estagios
da doenca renal é muito alta e tem sido associada,
também, com a rejeicdo tardia do enxerto.'? Estudos
mostram que todas as fracdes lipidicas aumentam entre
0 pré-transplante e até um ano apds o procedimento
cirtrgico e descrevem que a capacidade antioxidante se
encontra reduzida nos receptores de um transplantado
renal, sugerindo que as modificacées das lipoproteinas
pela oxidagédo é um fendmeno chave para inducao precoce
da aterosclerose pos-transplante.314

Observa-se a coexisténcia de varios fatores de risco
cardiaco entre os pacientes poés-transplantados renais,
sendo que um dos mais importantes € o uso de imunossu-
pressores.V

Assim sendo, torna-se adequado o desenvolvimento
desse estudo, que objetiva avaliar o perfil lipidico de
pacientes transplantados renais em uso de terapia imunos-
supressora com ciclosporina, tacrolimus ou sirolimus, bem
como verificar qual dos imunossupressores estaria
associado a uma maior alteragdo no perfil lipidico desses
pacientes.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo retrospectivo foi realizado com 186
pacientes (112 homens e 74 mulheres), com idade entre 18
e 65 anos, em terapia imunossupressora pos-transplante
renal com CSA, TACR ou SIRO. Os resultados referentes ao
perfil lipidico — colesterol total, LDL-C, HDL-C e triglicerideos
— foram coletados a partir do banco de dados de todos os
pacientes que realizaram transplante renal, entre janeiro de
2002 e dezembro de 2007, na Irmandade Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA). Foram excluidos os
pacientes que realizaram outro transplante além do renal,
bem como aqueles que utilizaram, concomitantemente, mais
de uma terapia imunossupressora. Este trabalho foi aprovado
pelo comité de ética da ISCMPA sob o nimero 3567/11.

O estudo foi dividido em trés grupos de pacientes com
DRC: 1) pacientes em uso de CSA (61 pacientes), 2) pacientes
em uso de TACR (63 pacientes), e 3) pacientes em uso de
SIRO (62 pacientes). O perfil lipidico foi avaliado antes
(controle), 6, 12 e 24 meses apods o TxR.

A quantificacdo sérica de colesterol total, HDL-C e
triglicerideos foi realizada no Laboratério Central de Andlises
Clinicas da ISCMPA, por colorimetria, no equipamento Advia
1800 (Siemens). O LDL-C foi calculado a partir da férmula de
Friedewald para amostras com niveis de triglicerideos séricos
inferiores a 400 mg/dL. Esta formula ndo tem linearidade
para valores superiores a 400 mg/dL, portanto, nesses
casos, o LDL-C nao foi calculado. A razao colesterol total/
HDL-C foi calculado realizando-se uma divisdo entre esses
dois parametros.®9

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram descritos como média + erro padréo
da média (EPM). As comparac¢des mdltiplas entre grupos
foram analisadas por meio da andlise de variancia (ANOVA),
seguida do teste complementar LSD (Least Significant
Difference test). Consideramos as diferengas como estatis-
ticamente significativas quando mp<0,05. O programa
Statistical Package for Social Sciences 18 (SPSS, Chicago,
IL, EUA) foi empregado nas andlises.

RESULTADOS

As Figuras 1-5 apresentam os dados de perfil lipidico
(respectivamente, colesterol total, triglicerideos, HDL-C, LDL-
C e razao colesterol total/HDL-C) dos pacientes transplantados
renais estratificados de acordo com a terapia imunos-
supressora, em momentos distintos, apés o inicio do trata-
mento (6, 12 e 24 meses). Pode-se observar que, apds 6, 12
e 24 meses de tratamento, 0s pacientes em uso de CSA
apresentaram niveis significativamente mais elevados de
colesterol total em relagédo ao seu grupo controle (Cc), mas
com diminuicdo de seus niveis ao longo do tempo estudado
(231,6 + 6,5 vs. 186,5 * 6,0; 217,0 + 6,6 vs. 186,5 + 6,0;
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204,3 +6,0 vs. 186,5 + 6,0 mg/dL, respectivamente) (Figura 1).
Observa-se que os pacientes em uso de CSA, apos seis
meses de tratamento, possuem niveis de colesterol total
mais elevados do que os pacientes em uso de CSA, por 24
meses, e essa diferenca foi significativa (231,6 + 6,5 vs. 204,3
+ 6,0). Apds 6 meses de tratamento com SIRO, os pacientes
apresentaram niveis significativamente mais elevados de
colesterol total em relagédo ao seu grupo controle (Cs) (216,8
+ 6,3 vs. 188,4 + 6,0 mg/dL).
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Figura 1. Niveis séricos de colesterol total dos grupos de transplante
renal tratados com diferentes imunossupressores (CSA, ciclosporina;
TACR, tacrolimus; SIRO, sirolimus) analisados antes (C), ap6s seis
meses (6m), doze meses (12m) e vinte e quatro meses (24m) apés o
transplante. Dados expressos em média + EPM, considerando p<0,05
por teste de LSD: * vs. Cc, # vs. CSA 6m, & vs.Cs

A analise da concentragdo sérica dos triglicerideos
entre os diferentes grupos de pacientes mostrou que este
parametro sofreu diminuicdo somente entre o grupo apos
24 meses de tratamento com SIRO e 0 seu grupo controle
(Cs) (154,3 £ 8,98 vs. 168,6 + 10,46 mg/dL). A Figura 2 mostra
a concentracao sérica dos triglicérides nos diferentes grupos
analisados.
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Figura 2. Niveis séricos de triglicerideos dos grupos de transplante
renal tratados com diferentes imunossupressores (CSA, ciclos-
porina; TACR, tacrolimus; SIRO, sirolimus) analisados antes (C),
apos seis meses (6m), doze meses (12m) e vinte e quatro meses
(24m) apo6s o transplante. Dados expressos em média + EPM,
considerando p<0,05 por teste de LSD: + vs.SIRO 6m.
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Conforme mostra a Figura 3, o HDL-C, quando foram
analisados os pacientes que utilizavam a CSA pdde-se
observar que, apés 6, 12 e 24 meses de tratamento, houve
diferencas estatisticamente significativas quando compa-
rados com o grupo controle (Cc) (53,71 £ 1,9 vs. 41,0 + 1,4;
52,36 + 1,7 vs. 41,0 £ 1,4; 51,65 + 1,8 vs. 41,0 + 1,4 mg/dL,
respectivamente), assim como entre o grupo TACR, ap0s 6 e
12 meses de tratamento, e o grupo controle (Ct) (52,2 + 2,0
vs. 46,7 £ 1,7;52,1 + 2,1 vs. 46,7 + 1,7 mg/dL, respectiva-
mente). Para os pacientes em uso de SIRO, observaram-se
diferengas estatisticamente significativas entre os pacientes,
apoés 6 e 24 meses de tratamento quando comparados com
o grupo controle (Cs) (57,7 + 1,7 vs. 46,8 + 1,5; 53,9 + 1,7 vs.
46,8 + 1,5 mg/dL), bem como entre os grupos, apds 6 e 12
meses de uso de SIRO, quando comparados entre si (57,7 +
1,7 vs. 50,8 + 1,6 mg/dL).
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Figura 3. Niveis séricos de HDL-C dos grupos de transplante renal
tratados com diferentes imunossupressores (CSA, ciclosporina;
TACR, tacrolimus; SIRO, sirolimus) analisados antes (C), apés
seis meses (6m), doze meses (12m) e vinte e quatro meses (24m)
ap6s o transplante. Dados expressos em média + EPM,
considerando p<0,05 por teste de LSD: * vs. Cc, £ vs. Ct,& vs. Cs,
+ vs.SIRO 6m.

Ao analisarmos o parametro LDL-C, pode-se verificar
que houve diferenca estatistica entre o grupo controle (Cc)
e 0s grupos apos 6 e 12 meses de tratamento com CSA
(139,2 £5,9vs. 107,9 £ 4,8; 129,0 £ 5,7 vs. 107,9 = 4,8 mg/
dL, respectivamente), como também entre os grupos apos
6 e 24 meses de tratamento com CSA quando comparados
entre si (139,2 + 5,9 vs. 119,145,7 mg/dL). A Figura 4
demonstra o comportamento do LDL-C nos grupos em
estudo.

Analisando a raz&o entre o colesterol total/HDL-C
(Figura 5), pode-se perceber que houve diferenga estatistica
entre o grupo que utilizava CSA, apos 24 meses de trata-
mento, e seu grupo controle (Cc) (4,14 £ 0,19 vs. 4,78 +
0,21), como também entre o grupo em uso de TACR, apos
24 meses de tratamento, e seu grupo controle (Ct) (3,77 £
0,14 vs. 4,24 £+ 0,16). Nao foi observada nenhuma diferenca
significativa entre os grupos que utilizavam SIRO.
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Figura 4. Niveis séricos de LDL-C dos grupos de transplante renal
tratados com diferentes imunossupressores (CSA, ciclosporina;
TACR, tacrolimus; SIRO, sirolimus) analisados antes (C), apds
seis meses (6m), doze meses (12m) e vinte e quatro meses (24m)
apos o transplante. Dados expressos em média + EPM, considerando
p<0,05 por teste de LSD: * vs. Cc, # vs. CSA 6m.
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Figura 5. Relagéo colesterol total/HDL-C dos grupos de transplante
renal tratados com diferentes imunossupressores (CSA,
ciclosporina; TACR, tacrolimus; SIRO, sirolimus) analisados antes
(C), apds seis meses (6m), doze meses (12m) e vinte e quatro
meses (24m) apés o transplante. Dados expressos em média +
EPM, considerando p<0,05 por teste de LSD: * vs. Cc, £ vs. Ct.

DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliado o perfil lipidico de pacientes
transplantados renais em uso de terapia imunossupressora
com ciclosporina, tacrolimus ou sirolimus. O presente estudo
demonstrou que, para o colesterol total, houve diferenca
significativa entre o grupo de pacientes que utilizaram CSA,
apos 6, 12 e 24 meses, e SIRO, apds 6 meses de tratamento,
em relagdo aos seus grupos controles, demonstrando que
0 uso destes imunossupressores esta correlacionado a um
pior prognostico dessa fragdo lipidica, como relatado na
literatura. Pacientes que fizeram uso de TACR mostraram
que a concentracdo de colesterol total ndo aumentou signifi-
cativamente nos tempos estudados, corroborando com o
fato de que CSA e SIRO promovem um pior prognoéstico para
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o perfil lipidico quando comparado com o TACR, em relacédo
ao colesterol total.

Desordens lipidicas, como hipercolesterolemia e hiper-
trigliceridemia, sdo bem mais frequentes em pacientes
tratados com CSA do que com TACR, pois a CSA inibe a
sintese de acidos biliares a partir do colesterol e o seu
transporte para o intestino, ndo havendo ligagcdo com os
receptores de LDL-C; sendo assim, havera aumento nos
seus niveis e redugdo da atividade da lipoproteina lipase.
Estes efeitos resultardo em diminuicdo do clearence de
VLDL-C e LDL-C.®® Como a CSA se liga aos receptores do
LDL-C, pode ocorrer interferéncia no controle do feedback
da sintese de colesterol total, levando a diminui¢cdo da
degradacéo do colesterol total devido a reducédo na sintese
de &cido biliar.®*1718 Os valores de colesterol total mostraram-
se maiores para 0s pacientes que usaram CSA, em todo o
tempo estudado, quando comparados com 0 seu grupo
controle (Cc), mostrando que essa droga parece ser ainda
mais prejudicial para esse parametro. Por outro lado, os
resultados aqui apresentados demonstraram que houve
diminuicédo dos niveis de colesterol total quando analisaram-
se esses pacientes, ao longo do tempo estudado, demons-
trando uma adaptacdo dos pacientes ap0s 24 meses de
tratamento. Para os demais imunossupressores, também
foi possivel observar uma leve diminuicdo ou estabilizagao
desse parametro, embora néo tenha sido significativo.
Estudos mostram que o aumento nos niveis de colesterol
total e triglicerideos foram observados em apenas trinta dias,
ap6s o TxR, atingindo valores maximos, apds 6 meses, e
tendendo a estabilizagéo, ao final do primeiro ano, inde-
pendentemente do imunossupressor utilizado.® Embora
cada imunossupressor atue diferentemente sobre o perfil
lipidico dos pacientes transplantados, todos os pacientes
em uso de CSA e TACR demonstraram diminuigdo nos niveis
de colesterol total ao longo do tempo estudado, chegando
em 24 meses, apos o TxR, quase a niveis séricos normais,
0 que nao foi percebido nos pacientes que utilizaram SIRO,
pois esses, ap0s 24 meses de tratamento, apresentaram
valores de colesterol total semelhantes aos dos pacientes
que estavam utilizando esse imunossupressor por 12
meses. 3

Para os triglicerideos, houve diferenca para os paci-
entes que usavam SIRO entre 0s grupos, apos 6 e 24 meses
de tratamento. Os resultados sugerem, novamente, uma
adaptacdo dos pacientes a droga imunossupressora, quan-
do comparados aos seus controles, pois os valores
encontrados foram decrescendo, ao passar do tempo, para
os trés imunossupressores estudados. A maioria dos
estudos apresentados relata o aumento nos triglicerideos
como um efeito adverso dos imunossupressores, mas um
estudo de Spinelli et al.®® relata que o manejo das concen-
tragBes administradas aos pacientes, destas drogas, tam-
bém estdo associadas a reducdes paralelas nos niveis de
colesterol total e triglicerideos, pois ha uma correlagdo entre
a reducdo das dosagens dos imunossupressores e 0 uUso
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de estatinas com diminuicdo nos niveis séricos desses dois
parametros. Ja entre os grupos SIRO 6 e 24 meses, quando
comparados entre si, houve uma diferenca significativa com
diminuicdo importante dos niveis de triglicerideos, demons-
trando, mais uma vez, um efeito benéfico da decorréncia do
tempo do TxR.

Quando foi analisado o HDL-C, p6de-se concluir que
todos 0s grupos estudados apresentaram valores aumen-
tados quando comparados ao grupo controle. O papel
antiaterogénico do HDL-C tem implica¢Bes importantes para
o controle das doengas cardiacas.*® Os pacientes mostra-
ram aumento nos niveis de HDL-C, sendo mais acentuado
nos que usaram SIRO apés 6 meses do TxR. Este bom
prognéstico apareceu em todas as drogas imunossupres-
soras estudadas, como relatado em um estudo de Spinelli
et al.® Foram encontradas, neste estudo, diferencas signifi-
cativas em todas as drogas, em diferentes tempos, apds o
TXR, quando comparadas com 0 seu grupo controle, sendo
as mais expressivas entre o grupo Cc e os grupos CSA 6, 12
e 24 meses e o grupo Cs e o grupo SIRO 6 meses, demons-
trando que essas drogas exerceram maior influéncia sobre
esse parametro, ja que os niveis séricos de HDL-C se mos-
traram maiores.9

Os pacientes dos grupos em tratamento de 6 e 12
meses com CSA apresentaram niveis séricos de LDL-C
maiores quando comparados com o grupo controle (Cc),
demonstrando mais uma vez a interferéncia que essa droga
exerce sobre o perfil lipidico dos pacientes transplantados.
Essas diferencas encontradas corroboram com a literatura
pesquisada.**% Em relagdo a CSA, nota-se que os niveis de
LDL-C tendem a diminuir com o passar do tempo, exibindo
uma possivel adaptagdo dos pacientes, ja relatada em outros
pardmetros anteriormente. No caso do SIRO, os pacientes
analisados ndo demostraram o pior prognéstico, o que vai
contra a ideia de que o SIRO é o imunossupressor mais
prejudicial ao perfil lipidico dos pacientes transplantados,
pois, segundo a literatura, o sirolimus altera a via de sina-
lizacdo da insulina, aumentando a atividade da lipase tecidual
adiposa e/ou diminuindo a atividade da lipase lipoproteica, o
que resulta em um aumento da sintese hepatica de trigli-
cerideos, LDL-C e VLDL-C.?1619.20 De acordo com o presente
estudo, os pacientes que apresentaram 0s piores niveis de
LDL-C, em relac@o ao seu controle, foram os que estavam
em uso de CSA, mostrando, mais uma vez, o prejuizo causado
por essa droga ao perfil lipidico;® por outro lado, ficou evidente
qgue ha diminui¢do dos niveis séricos de LDL-C, ao longo do
tempo estudado, demonstrando, novamente, beneficios ao
longo do tempo de uso da droga. Por sua vez, o TACR foi o
gue se mostrou menos prejudicial para os pacientes TxXR,
em relacdo ao LDL-C, pois foi o que apresentou menor
alteracdo para esse parametro. Embora essa diferenga ndo
tenha sido significativa, reforca a ideia de que o TACR é o
imunossupressor que menos prejuizos traz aos lipideos dos
pacientes transplantados renais. Os maiores niveis séricos
de LDL-C foram observados nos pacientes em uso de CSA e
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0S menores, nos pacientes em uso de TACR, quando com-
paramos com 0s seus respectivos controles.

A razéo colesterol total/HDL-C é um dado utilizado para
a determinacéo de fatores de risco para doencas cardiacas.
Quanto maior for o resultado dessa divisdo, maior o risco de
se desenvolver doenga cardiovascular (DCV).®® Quando
analisada a razéo entre o colesterol total/HDL-C, pode-se
perceber que houve diferenga estatistica entre o grupo dos
pacientes que utilizaram CSA, ap6s 24 meses, e 0 Seu grupo
controle (Cc), bem como entre o grupo apdés 24 meses de
uso de TACR e o seu grupo controle (Ct). P6éde-se entender
que ha diminuicdo nos fatores de risco para DCV nos paci-
entes que utilizaram CSA e TACR, por 24 meses, 0 que vai de
encontro com a literatura.810)

Muitos estudos comprovam que, apos o transplante,
ha aumento de todas as fragdes lipidicas, sendo que um
estudo de Spinelli et al.*® mostrou que um ano apés esse
procedimento cirdrgico a propor¢ao de doentes com perfil
lipidico normal foi reduzido para 10%. Imunossupressores
como a CSA e SIRO desempenham papel importante na
hiperlipidemia pés-transplante e sao potenciais causas
remediaveis em pacientes renais cronicos, apés o TxR.&71
Sabe-se que uma das maiores causas de morte de pacientes
TxR séo as complicacdes cardiacas e que estas, geralmente,
estdo associadas a alteragdo dos lipideos sanguineos que
colaboram com outros fatores para a formacdo de ateros-
clerose. Esclarecimentos sobre o efeito que cada imunos-
supressor causa aos pacientes proporciona maiores sub-
sidios para que se escolha a terapia imunossupressora que
mais beneficie o paciente, com menores efeitos adversos,
melhor qualidade e perspectiva de vida poés-transplante.®82223)

Ha relatos que, apds o TxR, ha aumento da atividade
de duas enzimas que envolvem o clearence de lipoproteinas
(lipase hepatica e lipoproteina lipase) e que isso pode estar
correlacionado a uma melhora no perfil lipidico dos paci-
entes apos o TxR. Os pacientes contemplados por este
estudo mostraram aumento do HDL-C para todos 0s imunos-
supressores utilizados e isso pode ser visto como conse-
qguéncia do melhor metabolismo de triglicerideos. Um estudo
de Cassader et al. acompanhou durante seis anos pacientes
em uso de CSA e ndo destacou claramente os efeitos dessa
droga sobre o perfil lipidico dos pacientes transplantados e
nem permitiu a avaliacdo de um efeito direto da terapia
imunossupressora sobre o metabolismo das lipoproteinas,
mostrando como é dificil se chegar a uma conclusao
definitiva.®¥

Este estudo sugere que os imunossupressores CSA e
TACR foram menos prejudiciais ao perfil lipidico dos
pacientes transplantados renais, mostrando inclusive bene-
ficios, pois foram os que apresentaram diminui¢cdo na razao
colesterol total/HDL-C, como também aumento nos niveis
de HDL-C e tendéncias a diminuicdo dos niveis de colesterol
total, triglicerideos e LDL-C ao logo dos tempos estudados.
O SIRO foi o0 Unico que nao apresentou diminuigdo na razdo
colesterol total/HDL-C, o que nos leva a crer que esse

RBAC. 2014;46(1-4):68-73



Perfil lipidico de transplantados renais em uso de terapia imunosupressora

imunossupressor seja 0 mais prejudicial ao perfil lipidico
dos pacientes TxR, pois pode levar ao pior prognostico
cardiaco.
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Abstract

Objective:The prevalence of abnormal lipid profile in renal
transplant patients is very high. Cardiovascular disease is a major
cause of mortality in these patients. Even after renal transplantation,
cardiac complications do not diminish. The aim was evaluate the
lipid profile of kidney transplant patients in use of immunosuppressive
therapy with cyclosporine, tacrolimus or sirolimus and to list which
of immunosuppressive drug was associated with changes in lipid
profile. Methods: Retrospective study with 186 patients on
immunosuppressive therapy after renal transplantation with
cyclosporine, tacrolimus or sirolimus. Samples were collected from
all patients who underwent renal transplantation between 2002 and
2007 at the Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. Results:
We found that cholesterol levels increased in patients on
cyclosporine and sirolimus regardless of treatment time. Analysis
of serum triglycerides showed a decrease after 24 months in the
group that was taking sirolimus. The HDL-C was found to be higher
in all groups, regardless of the time, after renal transplantation.
The LDL-C decreased over treatment time in the group that was on
cyclosporin. The ratio of total cholesterol/HDL-C decreased with
the treatment of cyclosporine and tacrolimus after 24 months.
Conclusion: The results suggest that tacrolimus and cyclosporine
are the immunosuppressive drugs less harmful to the lipid profile
of kidney transplant patients, and that sirolimus is associated with
greater alteration in lipid profile and may lead patients to a worst
cardiac prognosis.
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Diagrama de Ishikawa e 5W2H como ferramentas de gestao da
qualidade em laboratérios de analises clinicas
Ishikawa diagram and 5W2H as quality management tools in clinical analysis laboratory

Franciele Carlesso*
Rejane Giacomelli Tavares?

INTRODUCAO

Resumo

Introdugédo: As ferramentas da qualidade séo técnicas gerenciais utilizadas para definir,
mensurar, analisar e propor solu¢des de problemas que interferem nas instituicdes
empresariais e comerciais, como, por exemplo, no laboratério de anélises clinicas,
facilitando a solugéo e resolucéo destes, diminuindo os custos para a instituicao e
assegurando aos clientes a prestacdo de servicos mais qualificados. Objetivos: Analisar
a aplicagdo das ferramentas da qualidade, Diagrama de Ishikawa e 5W2H, para otimizagédo
dos processos gerenciais em um laboratério de andlises clinicas. Métodos: Analisaram-
se registros de reclamagdes de clientes atendidos em um laboratério de andlises clinicas
da regido do Vale dos Sinos, no periodo de junho a agosto de 2013. Utilizou-se o
Diagrama de Ishikawa para a identificacdo, e a andlise das reclamagdes e o 5W2H para
a proposicédo de solugbes dos mesmos. Resultados: Foram relatadas sete reclamagfes
(uma da area técnica e seis relacionadas com recepgéo e coleta). Por meio da utilizagéo
das ferramentas foi possivel mapear e identificar os problemas, planejar e identificar
oportunidades de melhorias nos processos, a fim de promover a garantia da qualidade.
Discussdao: As ferramentas da qualidade, além de permitirem a avaliagdo do setor,
contribuem também para o bom desempenho dos processos e para o alcance e evolugédo
da qualidade em anélises clinicas. E necessario haver comprometimento de toda a
organizacdo, onde o trabalho de treinamento e reciclagem deve ser constante. Con-
clusdo: As ferramentas utilizadas permitiram a melhor visualizagdo dos problemas,
facilidade na busca de ag6es corretivas e preventivas, além de maior confiabilidade.

Palavras-chave
Ferramentas da qualidade; 5W2H; Diagrama de Ishikawa; Gesté&o laboratorial

e da maior conscientizagdo dos clientes, que passaram a
exigir "exames com qualidade". A qualidade é um processo

Nas Ultimas décadas, a constante busca por moder-
nizacdo e melhoria da qualidade, que se iniciou na induistria,
vem impactando também a area de prestacédo de servigos. A
preocupacdo com a qualidade ndo é mais apenas um dife-
rencial, € uma acéo imperativa. E um pré-requisito basico
para a sobrevivéncia e a competitividade das organizagfes,
no mundo moderno.®?

As instituicbes de salde ja se conscientizaram de que
a Gestdo da Qualidade é importante para melhoria continua
de seus desempenhos e, como visam atender de forma
satisfatoria seus clientes, buscam sempre superar as expec-
tativas dos mesmos. Portanto, para que 0S servigos e
produtos oferecidos transmitam aos clientes confianca,
credibilidade e satisfagcédo, estes devem ser concebidos
dentro de normas e padrdes normatizados.®34

A necessidade da Gestdo da Qualidade no laboratério
de andlises clinicas é decorrente do aumento da concorréncia

em permanente evolugdo, trazendo beneficios, gerando
mudancas positivas, criando novas prioridades e produzindo
condi¢bes de competitividade.*

Em todas as areas de trabalho existem diversos desa-
fios a serem enfrentados pelos profissionais, porém, em
especial, na area da saude, os gestores se deparam com
muitos problemas relacionados a falta de recursos materiais
e humanos, insuficiéncia e inadequagéo de servigos, cresci-
mento continuo nos gastos e necessidade de aquisicdo de
servigos, além de problemas oriundos de causas judiciais.
Por isso, a administracdo de uma organizacdo de saude
requer competéncias especificas, uma vez que determinam
a capacidade de analisar uma situagéo, apresentar solu¢des
e resolver problemas, promovendo inovagdo e progresso
das instituicoes.®

Na area da saude, a qualidade da assisténcia é de
dificil definicdo, ja que vai além do "produto final". Muitas

1Biomédica, P6s-Graduanda em Gestdao em Saulde.

2Doutora, Professora da Universidade Federal de Pelotas — CCQFA - Bioquimica.
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vezes considerada imprecisa, a qualidade orientada ao
paciente pode ser avaliada por uma triade: estrutura, pro-
cessos e resultados. A estrutura corresponde as carac-
teristicas estaveis da instituicdo, como area fisica, recursos
humanos, materiais, equipamentos e modelo organi-
zacional. Os processos envolvem o conjunto de atividades
desenvolvidas como fluxos, rotinas, relacdes estabelecidas
entre os profissionais e os clientes, desde a busca pela
assisténcia até o diagnostico e tratamento. E os resultados,
correspondem a eficiéncia nos processos, a fim de se
obterem produtos ou servigos desejaveis, retratando os
efeitos da assisténcia na saude da populacéo.®

O servico prestado pelo laboratério clinico é uma
atividade complexa, influenciada por varios fatores internos
e ambientais que podem comprometer seus resultados.
Esta complexidade na prestacdo de servicos médico-
laboratoriais, evidencia a necessidade dos laboratérios
repensarem suas estruturas, seus processos e também
suas relagBes de trabalho, ja que seus servicos estdo
comprometidos com a qualidade dos resultados. A
viabilizacdo da gestdo da qualidade no processo envolve a
implantacdo evolutiva das atividades em trés etapas: (a) a
eliminacdo dos defeitos, garantindo resultados em
condicbes de serem efetivamente utilizados; (b) eliminacao
das causas dos defeitos, garantindo maior confiabilidade
dos resultados; (c) a otimizagdo do processo, levando a
resultados com méaxima eficiéncia e eficacia.®

Em um laboratério de andlises clinicas, o objetivo &
prestar servigcos de medicina diagndstica e assegurar que
os resultados emitidos sejam exatos e reflitam, realmente,
o estado clinico do paciente, possibilitando o diagndstico,
prognaéstico e tratamento precisos.® A garantia da qualidade
é alcancada tendo-se total e absoluto controle sobre todas
as etapas do processo, que compreende as fases pré-
analitica, analitica e pds-analitica.” A fase pré-analitica é o
momento do primeiro contato com o paciente e inclui orien-
tacdo e preparacao para a coleta de material biolégico, além
do transporte e armazenamento das amostras. A fase
analitica é a realizacdo do exame propriamente dito, onde
sdo gerados os resultados que sado validados através da
analise do controle interno de qualidade. Ja a fase pos-
analitica compreende a digitagdo do laudo e liberagédo por
um profissional habilitado.®

E essencial conhecer os processos para gerencia-
los. Este pode ser definido como um conjunto de causas
que gera um determinado efeito ou um conjunto de meios
para se chegar a um determinado fim. A gestdo da
qualidade prop8e a divisdo dos grandes processos em
outros menores, para facilitar o controle. Controlando os
processos menores, é possivel localizar mais facilmente
0s problemas e agir sobre a causa fundamental.® Através
desse controle, pode-se detectar os problemas, interpreta-
los, atuando sobre eles para modificar o resultado, de
forma a obté-los como exatamente planejado e dese-
jado.<2~1°)
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Dentro deste enfoque, a utilizacdo de ferramentas da
qualidade proporciona meios para definigdo, mensuracao,
andlise e proposicdo de solugdes que produzam melhorias
reais no desempenho dos processos de trabalho.®9 As ferra-
mentas da qualidade podem ser didaticamente divididas em
trés grandes grupos: (a) ferramentas para identificacdo dos
problemas (folha de verificacdo, fluxograma, brainstorming,
Diagrama de Pareto, Estratificacdo e Diagrama de Ishikawa);
(b) ferramentas para andlise (Diagrama de Pareto, estra-
tificagdo, Diagrama de Ishikawa, histograma, carta de controle
e fluxograma) e (c) ferramentas para solucdo dos problemas
(5W2H e diagramas). Com base nesta divisdo, optou-se
neste trabalho por utilizar as ferramentas Diagrama de Causa
e Efeito ou Diagrama de Ishikawa (identificagdo/analise) e
5W2H (solugéo).

A ferramenta 5W2H permite identificar detalha-
damente um processo ou um problema e, a partir de tais
informacdes, pode-se tomar uma decisdo mais detalhada
e garantir que a operacdo seja conduzida, sem nenhuma
davida, por parte dos gestores e sua equipe. Utilizando as
perguntas que correspondem ao inicio da palavra em
inglés: What (o qué, qual), Who (quem), Where (onde),
When (quando), Why (por qué), How (como) e How much
(quanto custa), é possivel entender melhor um processo
ou um problema, sendo utilizada para elaboracéo de proce-
dimentos e instrugBes de trabalho. Isso facilita o acom-
panhamento e avaliagdo das acdes propostas, sendo Util
no desenvolvimento de planos de a¢Bes para a melhoria
dos processos.G®

O Diagrama de Ishikawa, também conhecido como
Diagrama de Causa e Efeito ou Espinha de Peixe, é utilizado
paraidentificar, explorar, ressaltar e mapear fatores que afetam
um problema, separando as causas dos efeitos e identifi-
cando as vérias causas de um mesmo efeito.“® Esta ferra-
menta mostra a relagéo entre uma caracteristica de qualidade
(efeito) e os fatores que a influenciam (causas),® ou seja, as
causas estdo relacionadas a méao-de-obra, ao método de
trabalho (processo), aos materiais e equipamentos utiliza-
dos.®

Para a elaboracdo do diagrama, traca-se uma seta,
indicando o problema a direita. Desenham-se ramos em
formato de espinha de peixe, representado causas poten-
ciais, agrupadas, tendo em vista, algumas regras.® De
acordo com as causas apontadas, elas se reorganizam em
blocos de problema: matéria-prima, mao-de-obra, meio
ambiente, medida de desempenho, métodos e maquinas. A
partir desses dados sdo tomadas as decisdes para resolver
0s problemas.®

A implantac&o de ferramentas de gestdo da qualidade
viabiliza a¢bes gerenciais, possibilitando a otimizacdo dos
processos através da identificacdo, compreensao e solugédo
de problemas. As ferramentas, Diagrama de Ishikawa e
5W?2H, contempladas neste trabalho, sédo as mais utilizadas
na rotina dos laboratérios de analises clinicas, além de
serem de simples emprego.
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Objetivos

Este trabalho tem como principal objetivo analisar a
aplicacdo das ferramentas da qualidade, Diagrama de
Ishikawa e 5W2H, para otimizacdo dos processos em um
laboratério de analises clinicas. Através do mapeamento e
definicdo do problema, objetivou-se planejar e identificar
oportunidades de melhoria nos processos, a fim de pro-
mover a garantia da qualidade. Além disso, objetivou-se
contribuir com o acervo cientifico sobre a utilizagdo destas
ferramentas utilizadas na industria, verificando sua aplicagao
na area da saude.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados registros de reclamac¢des de paci-
entes realizadas através de uma Central de Atendimento ao
Cliente de um laboratério de analises clinicas da regido do
Vale dos Sinos, no periodo de junho a agosto de 2013.

Este laboratério presta servicos de analises clinicas
para pacientes do Sistema Unico de Sadde (SUS), atendidos
na rede basica, além de convénios e particulares. Aproxima-
damente, 96% dos atendimentos sdo provenientes do SUS,
sendo realizados, em média, 2.100 atendimentos/més e
18.000 exames/més.

A instituicdo conta com um bom nivel de formac&o dos
colaboradores, o que ja € um diferencial diante das demais
empresas da area da saude. No setor analitico de producao,
sempre esta em busca de equipamentos de automacéo e
interfaceamento em todos 0s setores, o que confere uma
maior agilidade na liberagdo dos laudos.

O laboratdrio conta com uma Central de Atendimento ao
Cliente, e, por meio de uma comunicacéo telefnica, o paciente
registra sua reclamagcéo. O setor de atendimento faz o cadastro
da reclamagdo, em um sistema interno, que permanecera
armazenada e disponivel para andlise do fato pela diregao.

Para obtenc@o dos dados, estabeleceu-se contato
prévio com a Central de Atendimento, que disponibilizou todos

0s registros de reclamacdes de pacientes que ocorreram no
periodo estabelecido, mantendo-se total sigilo acerca da
identificacdo dos reclamantes. Os dados obtidos foram
classificados de acordo com o setor envolvido (recepcéo,
coleta, area técnica) e, posteriormente, para cada area,
aplicaram-se as ferramentas de gestdo, Diagrama de
Ishikawa e 5W2H.

O Diagrama de Ishikawa foi tracado de forma gréfica
onde o problema ficou posicionado a direita, como se fosse
a "cabeca do peixe". Através dos ramos, em formato de
espinha de peixe, foram considerados os fatores que afeta-
vam o problema (matéria-prima, méo-de-obra, meio am-
biente, medida de desempenho, método e maquinas), o que
permitiu apontar as causas potenciais que poderiam ter
gerado uma reclamacéo, por parte do paciente.

Jé a ferramenta 5W2H foi desenvolvida em forma de
tabela, envolvendo as perguntas e respostas relacionadas:
What (o qué, qual), Who (quem), Where (onde), When
(quando), Why (por qué), How (como) e How much (quanto
custa). Dessa forma, elaborou-se um plano de acédo possi-
vel de desenvolver propostas e procedimentos para a me-
Ihoria dos processos deste laboratoério.

RESULTADOS

Dentro do periodo observado, o laboratério apresentou,
ao todo, sete reclamacgBes. Duas reclamacgdes oriundas de
mal atendimento, duas por demora no atendimento e
agendamento, uma por falta de instrucdo de coleta (jejum),
uma devido a coleta dificil, realizada em crianga, e uma
reclamacdo de atraso na liberacdo do resultado.

A partir desses dados, foi elaborado um Diagrama de
Ishikawa que permitiu uma analise detalhada e criteriosa
dos processos que envolveram os fatos e das possiveis
causas que contribuiram para estas reclamagfes. Estes
dados foram divididos em dois setores: setor recepc¢do/coleta
(Figura 1) e setor de area técnica (Figura 2).

Mao-de-obra

Falta de treinamento
reciclagens

Pressa no atendimento

<+

Funcionarios em

treinamento
Coleta

Recepc¢ao

Problemas de Tl

Falta de espago fisico —P

>
o

Meio ambiente

Causas do problema

Figura 1. Diagrama de Ishikawa - Reclamacdes que envolveram o Setor Recepgao/Coleta
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Mao-de-obra Metodo Maquina
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treinamento _y Terceirizagdo Problemas

reciclagens para laboratorio com R
; equipamento i %

Falta de pessoal —p de apoio autp Liberacéio
dos
laudos

Problema
com Tl

Falta de
reagentes

B

Materia-prima

Meio Ambiente

Efeitos do

Causas do problema

problema

Figura 2. Diagrama de Ishikawa - Reclamagdes que envolveram o Setor Area técnica

ApOs esse processo, aplicou-se a ferramenta 5W2H,
onde foi possivel elaborar um plano de agéo para propor
melhorias nos processos deste laboratério. (Figura 3 e
Figura 4).

Elaboracéo de programa de treinamento e

O qué? i =
capacitagao dos setores de coleta e recepcao
Gerentes de unidades e todos os setores

Quem? 2 =
envolvidos com coleta e recepc¢ao

Onde? Em todas as unidades

Quando? A partir de janeiro de 2014 e periodicamente a
cada 6 meses

~ Para promover melhorias no atendimento/

Por qué? 2 :
recepgao, coleta e friagem

Como? Através de trinamento e reciclagem
R$ 4,50 por hora de treinamento de cada

nto custa? 1
Staato a Colaborador

Figura 3. 5W2H Plano de acéo para melhorias no setor Recepgéo/
Coleta.

O qué? Liberacdo de resultados/Area técnica
Quem? Gerente técnico
Onde? Em todas as unidades
Quando? A partir de janeiro de 2014
Para promover melhorias na area técnica a fim
Por qué? :
de cumprir o prazo de entrega de resultados
Através de freinamento e reciclagens. Fazer
Como? checklist semanalmente. Manutengdes
preventivas nos equipamentos.
R$ 4,50 por hora de treinamento de cada
P ;
Quanto custa? colaborador

Figura 4. 5W2H — Plano de acdo para melhorias do Setor Area
Técnica.
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DISCUSSAO

Em sua grande maioria, os laboratérios sdo geren-
ciados por profissionais da area técnica, sejam farma-
céuticos-bioquimicos, biomédicos ou médicos, sendo que
muitos desses contam, quase que exclusivamente, com
conhecimentos empiricos sobre o processo de adminis-
tracdo e gestdo. Isso impossibilita, e muitas vezes inviabiliza,
0 negocio, ja que, junto a este cenario, ha também altos
investimentos, exigéncias legais, ética profissional, concor-
réncia acirrada, condiges macroeconémicas complexas,
entre outras.®

Inimeros hospitais, clinicas, laboratérios e outras
instituicoes prestadoras de servigos praticam os principios
de qualidade, de maneira independente ou orientados por
instituicbes de assessoria que vieram surgindo ao longo
do tempo. De qualquer forma, os melhores e mais
consistentes resultados sdo obtidos com uma lideranca
forte e de forma sistémica, incorporando os conceitos e
praticas da gestdo pela qualidade em seu dia-a-dia, exer-
citando-os continuadamente como um hébito de trabalho.®

E importante que os laboratdrios de anélises clinicas,
através das ferramentas de gestdo da qualidade, elaborem
planos de controle de qualidade, a fim de registrar e iden-
tificar acdes corretivas em todos os processos.??

A busca continua pela otimizagdo dos processos em
analises clinicas, além de visar a qualidade do diagnostico
com base na melhor conduta médica ao paciente, é funda-
mental para a diminuicdo do custo e tempo de execucdo,
aumentando o desempenho e lucratividade da organiza-
géol(z)

Através da avaliacdo dos dados aqui apresentados,
foi possivel verificar a importancia das ferramentas da
qualidade ndo somente para as avaliacdes do setor, como
também para o bom desempenho dos processos e para o
alcance e evolucdo da qualidade na area de andlises
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clinicas. A melhoria da qualidade esta relacionada com o
comprometimento de toda a organizagdo e, muitas vezes,
necessita de mudancga de cultura da instituicdo, sendo este
um trabalho permanente.

O trabalho de reciclagens e treinamentos dos funcio-
narios tem como objetivo a otimizagdo dos processos em
geral, onde sé&o revisados e refor¢cados todos os proce-
dimentos, incluindo a pratica de alimentar constantemente
os registros e formularios.®

Além dos aspectos de insatisfagdo originados pelas
reclamacfes dos pacientes/clientes, outros problemas
ainda maiores para o laborat6rio, principalmente em relagéo
a sua reputagdo no mercado, podem surgir como decor-
réncia do descontentamento. Neste sentido, podera haver
diversas agOes, como por exemplo, o paciente podera vir a
mudar de laboratério (em caso de pacientes que neces-
sitam frequentemente de assisténcia), comunicar a sua
experiéncia negativa aos amigos e a comunidade em geral
ou, até mesmo, recorrer aos 6rgaos judiciais.® Por isso, é
necessario gerenciar, efetivamente, os processos, para
desenvolver relacionamentos de longo prazo e minimizar
os efeitos da propaganda negativa.

As ferramentas da qualidade contribuem com o pro-
cesso gerencial dos laboratérios de analises clinicas, uma
vez que permitem a visualizagdo das causas que levaram a
um determinado problema, facilitando a solucéo e resolugéo
destes, diminuindo os custos para a instituicdo e asse-
gurando aos clientes melhores servigos.®

Somado a isso, evidencia-se a importancia de
investimentos em padroniza¢do dos processos, bem como
a necessidade de treinamentos e reciclagens de seus
colaboradores, o que pode ser feito através de capacitagéo e
remanejamento de setores. A rotatividade é de grande valia
para se evitar o comodismo e aumentar a motivacdo da
equipe.

Frequentemente se verifica que as reclamagdes ndo
chegam até a central de atendimento ou mesmo séo indu-
zidas pelo funcionario no ato do atendimento. Com isso, a
empresa é privada de informacdes importantes sobre a
gualidade dos seus servicos e perde a oportunidade de
evitar e remediar problemas, além de nédo ter condi¢des
de rever seus processos e realizar melhorias.

CONCLUSOES

A utilizacdo das ferramentas da qualidade confere
ao laboratério de anélises clinicas, além de maior confia-
bilidade, também facilidades na sua gestdo, pois
permitem uma melhor visualizagdo dos problemas, além
de facilitar a busca de acbes corretivas e preventivas.
Dispor de informacgdes reais sobre o que esta ocorrendo,
modifica a abordagem dos problemas, focando na
sistematizacdo dos dados e permitindo a projecédo real
das solugbes, o que elimina a possibilidade de busca de
solucdes empiricas.
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E importante ressaltar que as ferramentas da qualidade
ndo se restringem apenas a resolucao de problema e que
sua aplicagdo deve ocorrer também no ambito estratégico,
tatico e operacional.

Abstract

Background: Quality tools are management techniques in order to
define, measure, analyze, and propose solutions that interfere in the
commercial and business institutions, for example, in the clinical
analysis laboratory, facilitating the solution and resolution of these,
reducing the costs for the institution and assuring to the clients the
provision of most qualified services. Objective: Analyze the
application of quality tools, Ishikawa Diagram and 5W2H, for
management process optimization in a clinical laboratory analysis.
Methods: Were analyzed records of complaints of patients in a
Clinical Laboratory Analysis of the Vale dos Sinos region in the
period from June to August 2013. Was used Ishikawa Diagram for
identification and analysis of complains and 5W2H to proposition
solutions the same. Result: Were reported seven complains (1
technical area, 6 related to reception and collecting). Through the
use of tools, it was possible to map and identify the problem, plan
and identify opportunities for process improvements in order to
promote quality assurance. Discussion: The quality tools, not only
allow the assessment of the section, but also contribute to the
performance of processes and the scope and quality evolution in
clinical analysis. There needs to be commitment of the organization
where the work of training and recycling must be constant.
Conclusion: The tools used a better the view of the problems,
facilitating the search for corrective and preventive actions, and
more reliability.

Keywords
Quality tools; 5W2H; Ishikawa Diagram; Laboratory management
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Comunicagcéo Breve/Short Communication

Interferéncia de medicamentos no parcial de urina

Interference of drugs in partial urine

Caoana Piccinin Resumo

A anélise de urina foi o inicio da medicina laboratorial. Nos dias de hoje, o exame de urina
ou parcial de urina € um exame de rotina, em gque se examina a parte fisica, quimica e
microscépica da urina com o objetivo de se avaliarem alteragées do sistema urinario.
Este estudo investiga medicamentos que podem causar interferéncias no resultado
desse exame. Aacgao de medicamentos que causam interferéncias pode levar a resultados
discrepantes, e, para serem evitados ou minimizados, deve haver comunicacéo entre o
laboratério clinico e o paciente.

Palavras-chave

Exame de urina; Medicamentos; Interferéncia

INTRODUCAO

Os médicos da Antiguidade, embora ndo contassem
com métodos sofisticados para realizar as andlises de urina,
eram capazes de obter informagGes diagnosticas de obser-
vacgdes basicas como cor, odor, turvacao, volume, viscosidade
e, até mesmo, a presenca de acglcar.®)

O trato urinario € um dos locais mais comuns de infec-
¢Oes bacterianas, principalmente em mulheres.® Apés a
infeccdo primaria, muitas vezes esses processos permanecem
latentes no trato urinério e podem reativar ao longo da vida.®

A analise do sedimento urinario fornece informacodes
essenciais sobre o estado funcional dos rins. Esse exame é
um procedimento de alta demanda, que requer um trabalho
intenso e que apresenta como complicacdes grande variabi-
lidade e pouca padronizacgéo.“

EXAME FiSICO DA URINA

A cor da urina varia de incolor a negra, em decorréncia
de fungBes metabdlicas normais, atividade fisica, subs-
tancias ingeridas ou patologias.® Apresentagées anormais
de coloragdo da urina incluem cores que vao de rosa a
marrom. Um exemplo de coloragéo alterada (tom averme-
Ihado) é aquela produzida pelo uso da rifampicina.”

No aspecto da urina, observa-se a transparéncia/turva-
¢ao de uma amostra, através de exame visual. A urina normal
é limpida. A presenca de células epiteliais escamosas e muco
podem resultar em urina turva (turvacéo nédo patoldgica).® As
causas mais frequentes da turvagdo patoldgica sao a pre-
senca de globulos vermelhos (GVs), glébulos brancos (GBs)
e infecgdo causada por bactéria ou doenca organica sistémica.

As bactérias ndo estdo presentes na urina. Sua presenca
pode ser indicativa de infeccéo do trato urinario.®

A urina recente tem odor aroméatico,® no entanto, esse
odor também pode ser indicativo de varias alteragdes meta-
bélicas. Um exemplo é a doenga urinaria conhecida como
Xarope de Bordo (Leucinose),” uma doenga autossdmica
recessiva rara em que, devido a deficiéncia do complexo
enzimético desidrogenase dos &cidos ceto-o. de cadeia
ramificada, hd acimulo de aminoacidos leucina, isoleucina,
valina e aloisoleucina e seus produtos metabdlicos, levando
a disfuncéo cerebral grave.®

ANALISE QUIMICA DA URINA

A andlise quimica da urina é realizada por tiras-rea-
gentes, sendo observados o pH, densidade, presenca de
proteinas, glicose, cetonas, sangue, bilirrubina, urobilino-
génio, nitrito e leucécitos.©

Importa considerar que fitas reativas consistem em
almofadas absorventes impregnadas com substancias qui-
micas aderidas a uma tira de plastico. Nestas, ocorre uma
reacdo quimica quando a almofada entra em contato com a
urina, que € interpretada pela comparagdo da cor produzida
na almofada com uma tabela fornecida pelo fabricante. O
tempo necessario para essas reagfes varia de um a dois
minutos, dependendo do fabricante.®

O pH das amostras normais pode variar de 4,5 a 8,0,
sendo que certos distirbios metabolicos e infeccdes podem
alterar este parametro.®

Individuos normais excretam menos de 100 a 150 mg
de proteinas por dia,® sendo a proteindria um dos principais
indicios de doenca renal.®

Instituto Federal do Parana, Palmas, PR.
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Artigo aprovado em 20/11/2014
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A pesquisa de glicose € uma das andlises quimicas
mais importantes do exame de urina, pois pode conduzir ao
diagnéstico de diabetes mellitus.

As cetonas representam produtos intermediarios do
metabolismo de lipidios (acetona, acido acetoacético e acido
beta-hidroxibutirico). Causas que podem levar a presenga
de cetonas na urina sdo o diabetes mellitus tipo I, quadro
febril e jejum prolongado.

O sangue pode estar presente na urina na forma de
glébulos vermelhos intactos (hematiria) ou como produto
da destruicdo desses (hemoglobindria).

A bilirrubina pode fornecer indicacao precoce de doenca
hepatica. Quando bilirrubina conjugada é excretada, através
do ducto biliar, para o intestino, as bactérias intestinais
convertem a bilirrubina em uma combinacdo de urobilino-
génio e estercobilinogénio, sendo o urobilinogénio detectado
pelas fitas reativas.

O teste das tiras-reagentes para nitrito oferece um método
rapido de triagem para a presenca de infecgao do trato urinario
(ITU), pois boa parte dos uropatégenos reduz nitrato a nitrito.

A adicdo de teste para gravidade especifica (densi-
dade), nas tiras-reagentes, eliminou uma etapa mais labo-
riosa da urindlise, fornecendo um método conveniente para
a rotina,® substituindo o refratdbmetro. Porém, segundo um
estudo realizado por Costa et al.,*9 tiras reagentes ndo sao
tdo confiaveis para medir a gravidade especifica da urina
guanto o método do refratdmetro.

O EXAME MICROSCOPICO DE URINA

A analise microscoépica da urina fornece informacoes
Uteis que sao de facil execucéo e baixo custo. No entanto,
necessita de profissional capacitado para uma avalia¢céo
criteriosa.™® O sedimento de urina normal pode conter uma
variedade de elementos, como GVs, GBs, cilindros, bactérias
e cristais. Contudo, urinas normais, geralmente, apresentam
pequena quantidade desses elementos.® No exame micros-
copico de urina, é revelada a presenca de sedimento nédo
organizado: uratos amorfos, cristais de acido Urico e fosfatos
amorfos e sedimento organizado: células epiteliais, leucoc-
itos, heméacias e bactérias.(?

INTERFERENCIAS

Com base nos dados recentes, publicados por Ferreira
et al., @ sabe-se que aproximadamente 68 a 93% dos erros
laboratoriais sdo consequéncia da falta de padronizag¢édo na
fase pré-analitica.

A fase pré-analitica consiste na preparacgao do paciente,
coleta, manipulacdo e armazenamento da amostra, antes
da determinacéo analitica.

Uma série de drogas é conhecida por afetar os resul-
tados de testes laboratoriais e a urina € um dos analitos
também afetados.®¥ A interferéncia de medicamentos em
andlises clinicas, de fato, assume importante papel na rotina
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do laboratério. ®® O efeito das drogas nos testes laboratoriais
apresenta dois mecanismos: a interferéncia fisioldgica e a
interferéncia quimica. A interferéncia fisiolégica ocorre quando
a droga causa alteracdo a nivel corporal (in vivo) e as
quimicas, quando uma propriedade fisica ou quimica da
droga interfere com a reacdo do teste (in vitro).

Um exemplo de interferentes sdo as cefalosporinas,®®
antibioticos betalactamicos,*® de 22 e 32 geragdo, que sao
excretadas por via renal e podem causar interferéncias in
Vivo ou in vitro. In vitro, interagem com a solugdo de picrato
alcalino, aumentando a concentracdo de creatinina de 1,5 a
8,5 vezes. In vivo causam disfuncdo renal, aumentando a
concentragdo da creatinina, o que pode ser observado até
20 minutos apo6s a administragdo da droga.®®

A creatinina é o marcador mais usado para o rastrea-
mento da disfungdo renal.®” A sua excrecdo depende de
fatores como massa muscular e balangco hormonal.®® As
concentragdes de creatinina estdo sujeitas a interferéncia
de grande amplitude, sendo clinicamente significativas.*?

Quando administradas drogas como fenazopiridina,
para infeccdo do trato urinario, a urina pode vir a ter cor
amarela escura ou alaranjada. Além da alteragéo da cor, essa
droga pode falsear o aumento da quantidade de cetonas
presentes na urina.*?

A nitrofurantoina, antibiético administrado para infecgao
do trato urinario, pode levar a amostra de urina a ter cor laranja
escuro, o que interfere na leitura das fitas reagentes, pratica-
mente inutilizando seus resultados.®

A amitriptilina, um antidepressivo, produz, na urina, uma
cor azul-esverdeada.®

A rifampicina (empregada no tratamento para tuber-
culose) leva a urina a ter cor avermelhada, interferindo prin-
cipalmente, com a determinacéo de glicose e hemoglobina.®

O metronidazol, um antiprotozoario, escurece a urina,
deixando-a enegrecida apos a coleta.(®20-22

Sabe-se que, a despeito da prescri¢cdo do acido acetil-
salicilico, que tem acéo analgésica, anti-inflamatoria, antitér-
mica e antiagregante plaquetaria,®®? um numero consi-
deravel de pacientes faz uso desse farmaco de maneira
inadequada.® O acido acetilsalicilico também afeta uma série
de exames laboratoriais, incluindo o exame de urina, ocorren-
do mudancas (aumento) significativas nos valores de teste
para cloreto, proteinas, célcio, acido Urico e bilirrubina. Além
disso, o pH da urina pode diminuir, drasticamente, apds o
uso dessa substancia.®

Segundo a literatura, os compostos fendlicos apresen-
tam acentuada capacidade antioxidante e tal atividade pode ser
considerada superior a da vitamina C (acido ascorbico). Os
compostos fendlicos estdo presentes nas plantas medicinais
e, da mesma forma, podem provocar interferéncias em analises
laboratoriais. Como boa parte das rea¢des que ocorrem na fita
reativa de urina sdo do tipo oxidacao-reducdo, compostos
fendlicos e vitamina C podem interferir significativamente em
determinagdes de glicosuUria, hematdria e hemoglobinuria,
obtendo-se resultados falsamente diminuidos.®®
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No exame de hematuria, que tem por finalidade a
triagem e o diagnostico de desordens do trato geniturinario
e a triagem para excesso de medicacdo anticoagulante, as
interferéncias que podem ser observadas sdo decorrentes
de drogas como rifampicina, fenolftaleina, iodetos, brometos,
cobre, agentes antioxidantes e permanganato, que deter-
minam resultados falso-positivos. O acido ascorbico provoca,
neste exame, um resultado falso-negativo.”

CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa bibliografica mostrou medicamentos
que interferem no exame de urina. A interferéncia destes
medicamentos é frequente em andlises clinicas, mas podem
ser evitados, se o laboratério mantiver um didlogo com o
paciente antes da realizacdo do exame.

Devido ao grande nimero de farmacos disponiveis no
mercado e o crescente problema da automedicacéo, as
interferéncias causadas nos exames laboratoriais aumen-
tam progressivamente e podem interferir no julgamento e
tomada de decisao do médico assistente, trazendo prejuizos
a saude dos individuos.

Abstract

The urine analysis was the beginning of laboratory medicine. These
days, the urine test, partial urine, is a routine exam, which examines
the physical part of urine chemistry and microscopy, which is used
to evaluate changes in the urinary system. This study provides some
medicines that can cause interference with the results of urinalysis.
The action of these drugs that cause interference may lead to
discrepant results, which can only be avoided or minimized if
communication between the clinical laboratory and patient.

Keywords
Urinalysis; Drugs; Interference
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Comunicacédo Breve/Short Communication

Ocorréncia de enteroparasitos em criancas de creche no municipio
de Sao Joao da Boa Vista, SP
Enteroparasites occurrencein day care children in the municipality of S&do Jo&do da

Boa Vista, SP

Eliana Anunciato Franco de Camargo*
Michele Simdes dos Santos?

Resumo

Objetivo: Esta pesquisa avaliou a ocorréncia de parasitos intestinais em estudantes do
municipio de S&o Jodo da Boa Vista, SP. Métodos: Foram examinadas 67 amostras de
fezes no periodo de margo a agosto de 2013, segundo os métodos de Hoffman, Pons &
Janer, Willis e Rugai, Mattos & Brisola. Resultados: A prevaléncia geral de infecgéo foi
de 19,4%. Helmintoses néo foram observadas e Giardia duodenalis foi o Ginico protozoario
parasito verificado. Conclusé&o: Conclui-se que a prevaléncia de enteroparasitoses no
grupo estudado é menor que o esperado o que provavelmente deva ser consequéncia
das boas condicdes socioecondmicas e sanitarias presentes no ambiente escolar e na
comunidade em que as criangas estéo inseridas

Palavras-chave

Salde Publica; Prevencéo de Doencas; Parasitos

INTRODUGAO

As enteroparasitoses constituem um grave problema
de saude publica®? e acometem, principalmente, criangas
em idades pré-escolar, escolar e adultos jovens, cuja trans-
missdo associa-se aos precarios habitos higiénicos carac-
teristicos da idade, bem como precarias condi¢cdes de
saneamento basico, baixo nivel de informagédo e conhe-
cimento da populacdo e, ainda, ao contato pessoa-a-
pessoa, proporcionado por ambientes fechados e com aglo-
meragdes.4

Em decorréncia da urbanizacdo e da intensa partici-
pacdo feminina no mercado de trabalho, as creches passa-
ram a ser, posteriormente ao ambiente domiciliar, o local
mais frequentado por criancas de varias faixas etarias e, por
isso, dependendo de condicdes especificas, podem se
tornar potenciais locais de contaminagdo de parasitoses.®®

Neste contexto, a frequéncia a creche, considerando o
contato interpessoal, exploracdo da fase oral das criangas e
contato com o solo, pode aumentar a probabilidade das
criangas adquirirem algum tipo de infecg¢do.” Deve-se con-
siderar que a presenca de enteroparasitos em escolares
pode comprometer o desenvolvimento fisico e cognitivo dos
infectados.®89

Este estudo teve como objetivos conhecer a prevaléncia
das principais enteroparasitoses em criancas de 0 a 5 anos
de idade, matriculadas na creche Casa da Crianga no mu-
nicipio de S&o Jodo da Boa Vista e investigar a possibilidade
de associacdo entre a ocorréncia dessas parasitoses e con-
dicbdes socioeconbmicas das criangas.

MATERIAL E METODOS

A coleta de 67 amostras de fezes e dos dados socio-
econdmicos foi realizada no periodo de margo a agosto de
2013, com criangas residentes no municipio de Sdo Jo&o
da Boa Vista, SP, e matriculadas na creche Casa da Crianca,
Vila Conrado, neste mesmo municipio, uma associagao civil
de direito privado, sem fins lucrativos, a qual atende criancas
com idades entre 4 meses e 5 anos

Inicialmente, foram realizadas reuniées com a direcao
da escola e, posteriormente, com 0s pais e responsaveis
pelos alunos para apresentagdo dos propositos da inves-
tigacdo e do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Ap6s os esclarecimentos, todos aqueles que
demonstraram interesse em participar, assinaram o TCLE
e responderam o questionario socioeconémico. Para os
pais e responsaveis que ndo compareceram as reunides,
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esclarecimentos adicionais foram prestados, no momento
da entrada das criancas na creche, e, também, via caderno
de recados.

Todos que autorizaram a participacdo das criancas
receberam um kit contendo um coletor de fezes, previamente
identificado com os dados da crianca, uma espatula e um
comunicado instruindo a forma de coleta das fezes e a data
de devolugdo do material a creche. O comunicado foi direcio-
nado, conforme a faixa etaria das criancas, e a coleta das
fezes foi realizada pelos pais ou responsaveis.

Para os integrantes do bergario (criancas com 1 ano
de idade), o material foi colhido diretamente das fraldas,
imediatamente ap6s a evacuacgdo. Para o restante das
criancas, as fezes foram colhidas em recipiente limpo e
transferidas para o coletor. Criangas menores de 1 ano de
idade n&o participaram da pesquisa em virtude da né&o
aceitagdo dos pais ou responsaveis. Todo o material colhido
foi armazenado em geladeira e transportado até o laboratério
de andlises clinicas, em caixa termoisolante de poliestireno,
refrigerada com gelo.

As amostras recebidas foram processadas e anali-
sadas utilizando-se os métodos de sedimentacdo esponta-
nea (Hoffman, Ponz & Janer), flutuacdo em solugéo saturada
de cloreto de sédio (Willis) e Rugai, Mattos e Brisola no
Laboratério Labaclini, também localizado no municipio de
S&o0 Jodo da Boa Vista.

ETICA

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica
em Ensino, Pesquisa e Extensdo do UNIPINHAL (CEPEX)
sob nimero 750/13 e dele recebeu aprovagao.

RESULTADOS

Foram analisadas 67 amostras através de exames
coproparasitoldgicos, entre os quais 36 (53,73%) perten-
centes a criancas do sexo masculino e 31 (46,27%) do sexo
feminino. Os individuos investigados apresentaram a
seguinte distribuicdo etaria: 1 ano (22,39%), 2-3 anos
(40,30%), e 4-5 anos (37,31%).

Todas as familias das criangas analisadas respon-
deram o questionario socioecondmico proposto. A questédo
referente a escolaridade dos pais ou responsaveis demons-
trou que a maioria possui ensino médio completo (38,89%)
(Tabela 1).

Em relagdo a renda familiar mensal, foi possivel
observar que 38,81% das familias pesquisadas vivem com
dois salarios minimos mensais (Tabela 2).

Sobre as condi¢Ges de saneamento basico, os questio-
narios informaram que o maior percentual (94,03%) de
residéncias tinha esgoto (Tabela 3). Também foi possivel
verificar que 89,55% das familias utilizavam agua oriunda da
rede publica de distribuicdo (Tabela 4) e 46,27% utilizavam
agua filtrada em sua residéncia (Tabela 5).
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Tabela 1 - Escolaridade dos pais ou responsaveis das criangas
pesquisadas

Grau de escolaridade W drzsqpuoisé:gggrlos Fre(?;snma

Nao alfabetizado 0 0
Ensino fundamental incompleto 17 13,49
Ensino fundamental completo 16 12,70
Ensino médio incompleto 14 1,1
Ensino médio completo 49 38,89
Superior incompleto 6 4,76
Superior completo 16 12,70
Nao responderam 8 635
Total 126 100

Tabela 2 - Renda familiar mensal das familias pesquisadas

Renda familiar mensal N° de questionarios  Frequéncia

respondidos (%)

Menos de 1 salario minimo 1 1,49

1 salario minimo 1" 16,42

2 salarios minimos 26 38,81

3 ou mais salarios minimos 20 29,85

Nao responderam 9 13,43

Total 67 100

Tabela 3 - Tipo de saneamento basico que as familias possuem em
suas residéncias

Tipo de saneamento N° de questionarios  Frequéncia
basico respondidos (%)
Fossa 2 2,99
Vala 0 0
Esgoto 63 94,03
Terreno 2 2,99
Corrego 0 0
Total 67 100

Tabela 4 - Origem da agua utilizada nas residéncias das familias
pesquisadas

Origem N° de questionarios  Frequéncia

_ respondidos (%)
Rede publica de distribuigao 60 89,55
Pogo 2 2,99
Mina 0 0
QOutros 4 597
Nao responderam 1 1,49
Total 67 100

Tabela 5 - Tipo de tratamento dado a agua utilizada nas residéncias

Manejo N° de questionarios  Frequéncia
respondidos (%)
Filtrada 31 46,27
Nao filtrada 18 26,87
Fervida 1 1,49
Uso de hipoclorito 0 0
Nenhum " 16,42
Nao Responderam 6 8,96
Total 67 100
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Quanto ao destino dos residuos domiciliares produ-
zidos pelas familias, 97,01% responderam que os residuos
eram recolhidos por empresa especializada (Tabela 6).

Tabela 6 - Destino dos residuos domiciliares produzidos nas
residéncias

Destino N° de questionarios  Frequéncia
respondidos (%)

Recolhidos por empresa 65 97,01
Queimados 1 1,49
Jogados no rio 0 0

Jogados em lotes baldios 1 1,49
Outros 0 0

Total 67 100

Sobre a prevaléncia de enteroparasitoses observou-
se que 19,4% das criangcas estavam parasitadas. Destas,
nenhum caso foi observado na faixa etaria de 1 ano, 69,2%
foram verificados na faixa dos 2-3 anos de idade e 30,8%, na
faixa dos 4-5 anos. Foram encontradas quatro amostras posi-
tivas para Entamoeba coli e trés amostras positivas para
Endolimax nana, ndo se observando nenhum caso de polipa-
rasitismo.

Nao foi possivel indicar, mediante os resultados obtidos,
relacdo entre casos de parasitismo e auséncia de condicdes
basicas de saneamento. Criangas que residiam em casas
sem esgoto se mostraram infectadas na mesma propor¢éo
gue as residentes em casas com esgoto encanado.

Todos os pais e responsaveis pelos alunos que apre-
sentaram resultado positivo foram orientados a procurar o
servico de saude local, para tratamento adequado.

DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, varios pesquisadores atentaram
para a ocorréncia de enteroparasitoses em criangas que
frequentam creches e relataram a importancia desses ambi-
entes na epidemiologia das parasitoses. As creches alber-
gam criancas de diferentes procedéncias, géneros, idades
e niveis socioecondmicos. A transmissao de enteroparasitos
depende da presenga de individuos infectados, de deficién-
cias no saneamento basico e higiene pessoal, sendo indi-
cativo da necessidade de intervencdes sociais, sanitarias
ou culturais nas comunidades infectadas. 6152324

Nesta pesquisa, os resultados indicaram a presenca
de apenas um tipo de enteroparasito (Giardia duodenalis)
associado a dois tipos de protozoarios comensais nao pato-
génicos (Entamoeba coli e Endolimax nana). A giardiase é
uma enteroparasitose comum em criancas em idade pré-
escolar e escolar, especialmente naquelas incluidas na po-
pulacdo pediatrica.***¥ Muitos trabalhos tém demonstrado
taxas de prevaléncia significante em criancas atendidas por
creches, onde observam-se indices mais elevados que na
populagdo em geral.52% A justificativa para tais resultados
se prende ao fato de que criangas, nessa fase, desconhe-
cem principios basicos de higiene, apresentam habitos

RBAC. 2014;46(1-4):83-6

caracteristicos que favorecem a transmissdo e auséncia de
imunidade a reinfecgdes.®¥

Estudos mostram que a ocorréncia de giardiase em
criangas varia grandemente. As diferengas comportamentais
parecem explicar as taxas de prevaléncias observadas entre
criangas de 0-12 meses de vida e de 19-24 meses. As mais
jovens se infectam menos, porém, ocorre um aumento subs-
tancial durante o segundo e terceiro anos de vida, o que
corrobora com os dados desta pesquisa. @23

A frequéncia de enteroparasitoses encontrada nos
escolares de S&o Jodo da Boa Vista (19,4%) e a auséncia de
casos de poliparasitismo revelou-se baixa quando compa-
rada a estudos feitos em outros municipios no Brasil, prin-
cipalmente na populagao de 0-6 anos.*%1"

As possiveis raz6es para essa baixa prevaléncia pode
ser devido ao nimero de amostras de fezes utilizadas para
cada criancga e, também, ao perfil socioeconémico das fami-
lias. Todavia, outros estudos, considerando criancas na faixa
etaria compreendida entre os 0 e 6 anos de idade, demons-
tram resultados semelhantes aos observados nesta pes-
quisa.(ls-zo)

Embora os protozoarios comensais ndo sejam pato-
génicos, a ocorréncia desse tipo de organismo reforca a
ideia da necessidade de maiores investimentos sanitarios,
em virtude dos mecanismos de transmissdo de alguns para-
sitos serem semelhantes aos mecanismos daqueles aqui
encontrados. Além disso, esses protozodarios podem ser indi-
cativos das condigdes de higiene e vicios de comportamento
a que os individuos estdo expostos, influenciando direta-
mente na epidemiologia das parasitose.®?

O presente trabalho, em virtude da inexisténcia de
dados anteriores na regido, serve como contribuicdo ao
estudo de parasitoses em escolares e como parametro de
comparacao para estudos posteriores.
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Abstract

Objective: In this study was evaluated the occurrence of intestinal
parasites in students from Sao Jodo da Boa Vista, Brazil. Methods:
A total of 67 samples of faeces were collected and examined, from
March to August 2013, according to Hoffman, Pons & Janer, Willis
and Rugai, Mattos & Brisola methods. Results: The overall prevalence
rate was 19.4%. Helminthiasis were not observed and Giardia
duodenalis was the unique protozoan parasite verified. Conclusion:
We concluded that the prevalence of intestinal parasites for this group
is lower than expected. These results should be a consequence of
socioeconomic and sanitary conditions in wich they live.
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Health Public Policy; Disease prevention; Parasites
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Resumo

As hortalicas, especialmente as consumidas cruas, tém especial importancia na
transmisséo de parasitos intestinais, pois séo amplamente utilizadas pela populagéo e
podem conter cistos de protozoarios, ovos e larvas de helmintos. Considerando esta
hipétese, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de enteroparasitos
em alface (Lactuca sativa) comercializada no municipio de Redengéo, Para, Brasil. As
amostras foram coletadas aleatoriamente em diferentes locais de comércio, sendo eles:
supermercados, feira livre, hortas e restaurantes. O material foi processado segundo a
técnica descrita por Borges & Oliveira.®) Todas as 112 amostras de alface foram
submetidas as técnicas parasitolégicas de Faust et al.? e Hoffman, Pons e Janer®
modificado por Borges & Oliveira.® A prevaléncia global foi de 59,82% (n=67), onde o
encontro de protozoarios foi mais frequente do que o de helmintos, sendo a Entamoeba
histolytica e a Giardia lamblia os protozoarios mais presentes. Quanto aos locais de
procedéncia, a feira livre destacou-se com 77,5% das contamina¢des. Considerando os
resultados, ressalta-se a importancia de medidas preventivas na producao, comer-
cializagdo e consumo dessa hortalica, que devem ser implementadas pela Vigilancia
Sanitéria, produtores e também pelos consumidores.

Palavras-chave
Alface; Contaminacéo; Parasitos

INTRODUGAO

As parasitoses intestinais representam um sério pro-
blema de salude publica no Brasil, pois possuem uma
elevada prevaléncia e uma grande variagdo de manifestacéo
clinica, e estdo diretamente relacionadas com as baixas
condi¢Bes de saneamento basico e educacdo sanitaria.“®
O Brasil, como um pais tropical em desenvolvimento, possui
clima e situacéo socioecondmica favoravel para as doencgas
parasitarias, tanto nas &reas rurais quanto nas urbanas.®7"®

Essas doencas afetam o homem quando os parasitos
instalam-se e crescem nos tecidos humanos e passam a
se alimentar a custa dos mesmos.® O individuo pode apre-
sentar sintomas como diarreia, perda de peso, anemia,
desnutricao, colicas, ins6nia, agitacdo, sintomas relacio-
nados ao sistema nervoso, desenvolvimento fisico e mental
lento e, em alguns casos, pode levar ao 6bito.? Entretanto,
muitas vezes as enteroparasitoses sdo esquecidas, pois
seus sintomas sdo confundidos com os de outras doencas
ou sao inespecificos, ficando os individuos parasitados por
longos anos de forma silenciosa e inaparente.®

Os parasitos sé@o divididos em duas classes, os proto-
zoarios (cistos e trofozoitos) e os helmintos (ovos e larvas).
Dentre os protozoarios mais preocupantes para a saude pu-
blica estdo a Giardia lamblia que é considerado o protozoario
que mais afeta o0 homem, podendo causar grave desnutri¢éo,
e a Entamoeba histolytica, protozoario que mais mata no
mundo por causar les@es intestinais. Ja entre os helmintos
se destacam o Ascaris lumbricoides e o Strongyloides sterco-
ralis que podem provocar lesdes hepaticas e pulmonares.®?

A transmisséo desses parasitos ocorre principalmente
através de moscas, pelo solo, pela veiculagdo hidrica, pelas
maos e depositos subungueais em manipuladores de
alimentos com maus habitos higiénicos, e também por
verduras e alimentos mal lavados ou em condigbes precarias
de higiene.®™) As hortalicas, especialmente as consumidas
cruas, tém especial importancia na transmissédo de parasitos
intestinais, pois sdo amplamente consumidas pela popu-
lacdo e podem conter cistos de protozodrios, ovos e larvas
de helmintos.(213)

De acordo com estudos de Souza et al.(% e Takayanagui
et al.,®® a contaminacéo de hortalicas pode ser resultante da

Biomédico. Faculdade de Ensino Superior da Amazénia Reunida, FESAR — Redencdo, PA.
2Faculdade de Ensino Superior da Amazénia Reunida, FESAR — Redencdo, PA.

Artigo recebido em 28/11/2012
Artigo aprovado em 10/11/2014

RBAC. 2014;46(1-4):87-92

87



Queiroz JA, Torres TC, Reis AB, Lima AP, Alves CM

utilizagcao de agua infectada com material fecal ou de adubos
com dejetos de animais, as vezes contendo fezes de seres
humanos, podendo também ser contaminada no transporte
ou pontos de vendas ou pelas sucessivas manipulacées.
Além disso, em muitas cidades brasileiras ndo ha tratamento
de esgoto e isto tem feito com que o uso da agua dos rios
para a lavagem de hortalicas, que na maioria das vezes sdo
consumidas in natura, também seja causa da transmisséo
de parasitos patogénicos que causam problemas de salde
publica.®&17

Dentre as diversas hortalicas que podem transmitir
parasitos ao homem, a alface (Lactuca sativa) aparece em
diversos estudos realizados no Brasil com altos indices de
contaminagdo por helmintos e protozoarios. No estudo de
Vollkopf, Lopes & Navarro,*® em Porto Murtinho, MS, os
autores evidenciaram 91,50% de contaminagdo. Falavigna
et al.,*9 por sua vez, em pesquisa na regido Noroeste do
Parana, mostraram resultado de 74%; Ono et al.® registraram
38% em Guarapuava, PR e Oliveira & Germano,®? em pes-
quisa de protozoario feita na regido metropolitana de S&o
Paulo, SP, registraram 26% de contaminacao.

Por Resolucdo da Comissdo Nacional de Normas e
Padrbes para Alimentos (CNNPA) N° 12 de 1978, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) determina que as
hortalicas para consumo humano ndo devem conter sujida-
des e parasitos.?” Ressalta-se também que esta hortalica,
guando consumida crua, possui diversas propriedades
nutritivas,® com importantes fontes de sais minerais, princi-
palmente célcio e vitaminas, em especial a vitamina A.@
Nesse sentido, torna-se relevante a execugdo de pesquisas
gue visem conhecer o grau de contaminagdo dessa horta-
lica com vistas a reforcar a importancia da populagdo em
inserir bons habitos na manipulacdo dos alimentos bem
como para subsidiar a gestdo municipal no desenvolvi-
mento de projetos voltados a melhoria das acdes de saude
publica, em especial no que concerne ao combate das
enteroparasitoses.

Assim, considerando que o municipio de Redengéo,
PA néo disp6e de rede de esgoto e tratamento de agua e
partindo da hipétese de que ele ndo difere dos outros
estudos onde foram constatados elevados indices de conta-
minacgdo por enteroparasitos em amostras de alfaces, esta
pesquisa tem como objetivo avaliar parasitologicamente
amostras de alfaces comercializadas no municipio para
verificar se apresentam algum tipo de contaminagdo por
protozoarios ou helmintos que podem causar parasitoses
intestinais no homem.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, com abordagem
guantitativa, em que amostras de alface (Lactuca sativa)
foram coletadas em diversos pontos de comercializacao e
submetidas a dois tipos de testes parasitologicos para a
verificacdo da presencga ou ndo de enteroparasitos.
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A coleta e a andalise das amostras ocorreram no
periodo de 16 de maio a 27 de junho de 2012, em 14 pontos
de comercializacdo de hortalicas, sendo quatro supermer-
cados, uma feira livre (cinco bancas), trés hortas e dois
restaurantes. Em cada ponto de comercializacado foram
coletadas, aleatoriamente, duas amostra de alface do tipo
“crespa” em quatro semanas seguidas, totalizando 112
amostras. As hortalicas foram acondicionadas individual-
mente em sacos plasticos e levadas ao laboratério de
parasitologia da Faculdade de Ensino Superior da Amazénia
Reunida (Fesar) para analise.

O preparo das amostras foi realizado segundo a técnica
descrita por Borges & Oliveira.®Y) Foram utilizados pés de alface
inteiros, independentemente do peso ou tamanho, nos quais
as folhas foram separadas uma a uma, descartando-se as
manchadas ou deterioradas, bem como o talo. As folhas das
alfaces foram colocadas em uma bacia plastica, para a
realizacdo da lavagem com uma solucdo de lauril sulfato de
soédio a 1%, utilizando-se, para isso, um pincel, o qual foi
passado em todas as superficies das folhas para a retirada
dos ovos e larvas dos parasitos. Depois de lavadas, as
hortalicas foram descartadas e o produto da lavagem foi
utilizado para a analise parasitologica, pelos métodos de
Hoffman, Pons e Janer (HPJ)® modificado por Borges &
Oliveira® e o de Faust et al.®

A andlise pelo método de HPJ foi realizada por meio da
técnica de sedimentacdo por centrifugacédo a 2.500 rpm por
cinco minutos. Foram retirados aproximadamente 8 mL de
sedimentos com auxilio de uma pipeta, adicionados em tubos
de ensaios e centrifugados. Logo apos, foi retirada uma gota
do sedimento e transferida para uma lamina. Em seguida, a
lamina foi corada com lugol, coberta por uma laminula e
analisada no microscopio 6ptico com aumento de 10x e,
posteriormente, de 40x para pesquisa de protozoarios e
helmintos.

A andlise pelo método de Faust et al® foi realizada por
meio da técnica de centrifugo-flutuacdo com a solucéo de
zinco a 33%, centrifugado por um minuto, a 2.500 rpm. Ap6s
a realizacdo da técnica, foi retirada uma parte do sobre-
nadante com uma alca de inoculag&o e colocada na lamina
juntamente com lugol; em seguida, foi coberta por uma
laminula e levada ao microscopio 6ptico, com aumento de
40x, para a pesquisa de protozoario leves. Para os dois
testes, foram feitas trés laminas de cada amostra anali-
sada. @)

Apd6s as analises parasitologicas, os resultados
foram registrados em ficha individual pautada. Cada ficha
continha o cédigo da amostra, a data da coleta, a data da
andlise e os respectivos resultados. Os dados foram
organizados no programa Microsoft Office Excel versdo
2007 e os resultados demonstrados em porcentagens. A
discussdo dos resultados apoiou-se em diversos estudos
da literatura nacional, que utilizaram métodos de andlise
parasitolégicas semelhantes ou iguais ao realizado no
presente estudo.
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RESULTADOS

Das 112 amostras de alface coletadas em estabele-
cimentos comerciais de Redencéo, PA, 67 (59,82%) apre-
sentaram algum tipo de contaminacédo e 45 (40,18%) foram
negativas.

O indice de contaminacdo de acordo com o estabe-
lecimento de procedéncia da amostra evidenciou que a
feira livre foi o local em que mais houve contaminacédo
(77,50%), seguido pelas hortas (75,00%) e supermer-
cados (56,25%). Nos restaurantes, onde a hortalica esta
disponivel para o consumo imediato, ndo foi encontrado
contaminacao.

Das 67 amostras positivas, em 27 (40,30%) foram iden-
tificadas espécies parasitarias de modo isolado, sendo

gue as estruturas que se apresentaram com maior fre-
quéncia foram a Giardia lamblia e a Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar, ambas com oito amostras positivas
(11,95%), conforme demonstra a Tabela 1.

Em quase 60% das amostras contaminadas foram
encontradas mais de um parasito, sendo que em 35 (52,24%)
foi observado biparasitismo (duas espécies de parasito em
uma amostra) e em cinco amostras (7,46%) foi verificado
poliparasitismo, ou seja, mais de duas espécies de parasito
em uma amostra.

O caso de biparasitismo mais prevalente foi a asso-
ciacdo entre as espécies Entamoeba coli e Entamoeba histo-
lytica/Entamoeba dispare; no poliparasitismo, as espécies
Entamoeba coli, Giardia lamblia e Endolimax nana. Os
demais achados estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 1- Enteroparasitos encontrados em amostras de alfaces (n=67), analisadas pela
técnica descrita por Borges & Oliveira(") coletadas em diversos estabelecimentos do

municipio de Redengao - Para, 2012

Espécies de Enteroparasitos N° Amostra Positiva %
Cisto de Entamoeba coli 07 10,44
Cisto de Entamoeba histolytica |[Entamoeba dispar 08 11,95
Cisto de Endolimax nana 01 1,49
Cisto de Giardia lamblia 08 11,95
Cisto de Balantidium coli 01 1,49
Larva de Strongyloides stercoralis 02 2,98
Biparasitismo 35 52,24
Poliparasitismo 05 7,46
TOTAL 67 100

Tabela 2 - Casos de biparasitismo e poliparasitismo em amostras de alface comercializadas no municipio de Redencéo - Para, 2012

Espécies de Enteroparasitos N°® Amostra Positiva %
Biparasitismo
Cistos de Entamoeba coli e Entamoeba histolytica |IEntamoeba dispar 08 20,00
Cistos de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar e Giardia lamblia 05 12,50
Cistos de Endolimax nana e Giardia lamblia 05 12,50
Cistos de Entamoeba coli e Giardia lamblia 05 12,50
Cistos de Entamoeba coli e Endolimax nana 05 12,50
Cistos de Entamoeba histolytica IEntamoeba dispar e Endolimax nana 02 5,00
Cisto de Giardia lamblia e Larva de Strongyloides stercoralis 02 5,00
Cistos de Endolimax nana e Balantidium coli 01 2,50
Cistos de Endolimax nana e Larva de Strongyloides stercoralis 01 2,50
Cisto de Entamoeba coli e Larva de Strongyloides stercoralis 01 2,50
Poliparasitismo
Cistos de Entamoeba coli, Giardia lamblia e Endolimax nana 03 7,50
Cistos de Entamoeba coli, Entamoeba Histolytica |[Entamoeba dispar e Endolimax nana 01 2,50
Cistos_ de' Entamoeba coli, Entamoeba histolytica IEntamoeba dispar e Ovo de Ascaris 01 250
Lumbricoides ’
TOTAL 40 100
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O método que apresentou uma maior positividade de
enteroparasitos pesquisado na alface foi o método HPJ®
modificado por Borges & Oliveira® realizados através de
sedimentagéo por centrifugacéo, que apresentou 58 (51,79%)
das amostras positivas. O método de Faust, por sua vez,
evidenciou apenas 30 (26,78%) das amostras positivas.

DISCUSSAO

O indice de contaminagdo nas amostras de alface, no
presente estudo, foi de 59,82%, o que nédo diferiu de outros
municipios brasileiros, tal como evidenciou o estudo de
Falavigna et al.,*® no noroeste do Parana, em que foi
encontrado um indice de 74%, e outro realizado em Florian6-
polis-SC, em que se relatou um percentual de 60%.%9 Em
outros municipios, no entanto, os indices de contaminacéo
da alface por protozoarios ou helmintos nédo ultrapassaram
35%.529 Verificou-se, portanto, que o municipio de Redengao,
PA encontra-se em um nivel intermediario frente a outras
cidades brasileiras, resultado este que esta diretamente
ligado a deficiéncia de condi¢Bes higiénico-sanitarias no
cultivo e manipulacdo dessas hortali¢as.

Com relacdo ao local de procedéncia, houve um maior
indice de contaminacgéo na feira livre (77,50%), corroborando
com os resultados encontrados em diversos estudos bra-
sileiros, em que este indice também foi superior a 50%.(:8:1927-29)
Muitas vezes, nestes locais, as hortalicas séo transportadas
e armazenadas de forma inadequada, passam muito tempo
expostas a venda, sdo molhadas repetidas vezes para manté-
las conservadas e frescas com agua nédo tratada, fatores
que facilitam a contaminagéo.

Com relagao as hortas, estudos como de Melo et al.®
e o de Vollkopf, Lopes & Navarro,*® que encontraram indices,
respectivamente, de 75% e 100% de contaminagdo, foram
coerentes com o encontrado neste estudo. Os altos indices
de contaminacdo encontrados nas hortas podem ser devido
a agua contaminada utilizada na irrigacao e no cultivo, o adubo
contendo material fecal de humano e/ou animal, o contato
direto de animais como aves, moscas, ratos e caes com as
hortalicas e a forma inadequada como elas sdo manu-
seadas.

Nos supermercados, os indices foram equivalentes
aos encontrados nos estudos de Soares & Cantos (60%)?%
e Freitas et al. (56%).?9 O resultado do presente estudo
nesses estabelecimentos, apesar de baixos, quando compa-
rados aos da feira livre e hortas, sdo preocupantes, pois 0s
mesmos recebem fiscalizagdo da vigilancia sanitaria,
devendo, por isso, ter indices bem menores. Isto sugere
gue, em algum momento, seja na manipulacéo, no transporte,
no armazenamento ou na comercializacdo, as hortalicas
estejam sendo contaminadas nesses locais e os 6rgdos de
fiscalizacdo ndo conseguiram detectar..

As amostras analisadas nos restaurantes do municipio
de Redencéo-PA ndo apresentaram nenhuma contaminacao,
diferindo dos estudos de Parteli & Gongalves®® e de
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Montanher, Coradin & Silva,®? em que foram encontrados
12,5% e 10% de amostras positivas, respectivamente. Este
achado demonstra que o processo de manipulagdo (selecao
e lavagem) dessa hortalica nos restaurantes participantes
desta pesquisa esta sendo feito adequadamente.

Entre as formas parasitarias encontradas no presente
estudo obteve-se uma maior prevaléncia de protozoarios
sobre helmintos, sendo a Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispare e a Giardia lamblia os protozoarios mais presentes
nas amostras, seguido pela Entamoeba coli. Estes achados
foram condizentes com os estudos de Oliveira & Germano,®?
Takayanagui et al.®? e Osaki et al.,?® onde também houve
prevaléncia dessas espécies de protozoarios.

A Entamoeba histolytica e a Giardia lamblia s&o
consideradas como 0s principais protozoarios que causam
patologias em todo o mundo, além de representarem
contaminagdo fecal de origem humana e/ou animal.t?

Embora a Entamoeba coli, Endolimax nana e o
Balantidium coli sejam considerados organismos ndo pato-
génicos, as taxas encontradas sao importantes, pois indicam
que a alface esta exposta a contaminagao fecal. Observa-se,
assim, que a contaminacdo das amostras por algum desses
protozoarios esta relacionada com condigfes sanitarias e
praticas de cultivo inadequadas.

Entre os helmintos encontrados nas amostras anali-
sadas neste estudo, destacou-se o Strongyloides stercoralis
(2,98%). No entanto, o indice encontrado foi inferior a outras
pesquisas realizadas no contexto nacional.*324% O baixo
indice encontrado em Redengdo, PA pode estar relacionado
com o ciclo biolégico desse helminto, que necessita de solo
arenoso, umidade alta, temperatura baixa e auséncia de luz
solar,®» sendo que, em nossa regido, as caracteristicas
geograficas ndo propiciam o seu ciclo no solo.

Os casos de biparasitismo e poliparasitismo encon-
trados nesta pesquisa foram preocupantes, porém, poucos
estudos evidenciam a frequéncia de mais de uma espécie
de parasito em amostras de alface. Osaki et al.?® apenas
revelaram que, das 52 touceiras de alface avaliadas, 18
(34,6%) apresentaram uma ou mais estruturas parasitarias
como oocistos ou cistos de protozoarios e ovos de helmintos,
sem especifica-los. Ja Saraiva et al.®® evidenciaram que 50%
das amostras analisadas estavam contaminadas com mais
de um parasito. No estudo de Frias, Silva & Tozato,®* realizado
com amostras de almeirdo e agrido, os autores também
encontraram poliparasitismo em 50% delas.

Neste estudo, os parasitos que mais se destacaram
no biparasitismo foram Entamoeba coli com Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar (20,00%), seguido de
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar com Giardia
lamblia, Endolimax nana com Giardia lamblia, Entamoeba
coli com Giardia lamblia e Entamoeba coli com Endolimax
nana, todos com uma positividade de 12,50%. No polipa-
rasitismo, os que mais se destacaram foram os cistos de
Entamoeba coli, Giardia lamblia e Endolimax nana
(7,50%), ficando assim evidenciado que esta havendo uma
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contaminacao fecal. No biparasitismo e no poliparasitismo
também ficou evidente que, dos 40 casos, foram encon-
trados 35 em que havia alguma espécie parasitaria consi-
derada como patogénica.

Considerando a alta frequéncia de contaminacéo fecal
e o elevado risco de doencas causadas pelos parasitos
intestinais patogénicos, torna-se necessario o fortalecimento
do sistema de Vigilancia Sanitaria para fiscalizagdo de
alimentos bem como a criacdo de programas educativos
sobre os preceitos basicos de higiene pessoal aos pro-
dutores e manipuladores de alimentos e sobre a importancia
da lavagem correta das hortalicas antes do consumo. Quanto
a isto, Melo et al.,®® em publicagdo para a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), recomendam a lava-
gem das folhas uma a uma em agua corrente, e depois a
imersdo em solucdo de agua sanitaria (1 colher de sopa
para 1 litro de agua filtrada) por 30 minutos, seguido do
enxague com agua filtrada.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo,
considera-se que as hortalicas comercializadas em feiras,
hortas e supermercados do municipio de Redencédo, PA
representam fontes importantes de transmisséo das entero-
parasitoses. Ressalta-se assim, a importancia de medidas
preventivas na producdo, comercializagdo e consumo dessa
hortalica, que devem ser implementadas pela Vigilancia
Sanitaria, produtores e pelos préprios consumidores.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a Dr2 orientadora Aline Pinto de Lima, e
a Faculdade de Ensino Superior da Amazdnia Reunida que
nos disponibilizou o laboratério para andlise da pesquisa.

Abstract

The vegetables, especially consumed the raw, has special
importance in the transmission of intestinal parasites, they are widely
consumed by the population and may contain protozoan cysts,
helminth eggs and larvae. Considering this hypothesis the present
work was objective to evaluate the occurrence of intestinal parasites
in lettuce (Lactuca sativa) market in the municipality of Redemption,
Pard, Brazil. The samples were collected randomly in different places
of commerce, being they: supermarkets, free fair, gardens and
restaurants. The material was processed second technique
described by Borges & Oliveira.® All 112 samples of lettuce that
were submitted to parasitological techniques of Faust et al.?) (1938)
e Hoffman, Pons e Janer (1934)® modification by Borges & Oliveira
(2012).® The overall prevalence was 59.82% (n = 67), being
Entamoeba histolytica and Giardia lamblia the protozoa more gifts.
As for the place of provenance the free fair stood out with 77.5%
contamination. Considering the results, it is noteworthy the
importance of preventive measures in the production, marketing and
consumption of this vegetable, which must be implemented by the
Health Surveillance, producers and by consumers.
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Lettuce; Contamination; Parasites
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